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要旨 
 
 2005年後半に誕生した次世代シーケンサー（NGS）は、ここ 10年の間に指数関数的に解
読可能量と解読速度を増大させ、かつて 10年以上を要したヒト全ゲノムシーケンスも数日
程度で低コストに行えるようになり、ゲノム解析の研究を加速度的に進展させている。疾
患研究においても、遺伝性と想定される疾患検体を対象とし、exon 領域を選択的にターゲ
ットとした全 exome シーケンス（WES）手法を用いた研究を中心に、多数の疾患原因遺伝
子変異が発見されてきている。 
 しかしながら、次世代シーケンス解析はまだ新しい手法ゆえにゴールデンスタンダード
と呼べる確立された手法が無く、如何にして多数 call される variant の中から効率的に疾患
原因変異を同定するか、偽陽性と偽陰性を如何にして減らすか、その call方法の各種パラメ
ーターはどのように設定するのが最善なのか、そしてWESを行っても疾患原因変異が見つ
けられない場合の原因はどこにあるのかという最大の課題がある。WES は遺伝性疾患の原
因変異同定に非常に有用ではあるが、実際のWESを行った際の疾患原因変異同定率は世界
的に約 25%程度と見積もられている。これらの課題の解決策を模索し、新たな解析手法を
開発し、実際の疾患検体を用いて解析を行い、これまで以上の精度と感度で疾患原因変異
を同定することが本研究の主目的である。 
 本研究の対象は先天性の遺伝性疾患と想定される神経疾患（診断名としては小頭症、滑
脳症、多小脳回、脳梁欠損、脳梁低形成、小脳低形成、水頭症、大頭症、大脳皮質形成異
常、Angelman症候群、Dandy-Walker症候群、Phaces症候群等）の患者およびその家族を対
象とした。方法としては、最初に NGSデータを解析するプログラムの作製と解析時の各種
閾値等のパラメーターの検証を、実際の NGSデータを用いて実施した。次に、臨床での応
用を考慮に入れ、これまでの既知の論文やデータベース情報を元に、候補を含めた神経系
疾患関連遺伝子情報を収集し、神経系遺伝子の 284 遺伝子をターゲットとしたカスタムリ
シーケンス用プローブを作製し、各種神経系疾患検体で原因変異探索を行った。次に、神
経系遺伝子カスタムターゲットリシーケンスでは疾患原因変異が同定できなかった検体お
よび新規検体を対象に全 exonをターゲットとしたWESを実施し疾患原因変異を探索した。
さらに、WESでも原因変異が未同定であった検体を対象に、WESではカバーしきれていな
いタンパク質コード領域（CDS領域）を洗い出し、WESで用いた手法とは別の選択的環状
化法と呼ばれる手法で CDS領域シーケンスを補完するカスタムリシーケンス用プローブを
作製してWES単独では探索困難な疾患原因変異の探索を実施した。 
 結果として、神経系遺伝子カスタムリシーケンスでは 119検体中 17検体（同定率 14.3%）、
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WESでは 43家系（138検体）中 20家系（同定率 46.5%）で確定的な疾患原因変異を同定す
ることができた。このWESの同定率は世界的に報告されている平均約 25%と比較すると高
めであり、その要因は、既知の一般集団頻度情報データベースの整備が進み、それを多数
解析に取り入れたことと、閾値等のパラメーターを精査し、偽陽性率と偽陰性率を極力減
らすように調整した解析プラグラムによるところが大きいと考えられる。 
 今回発見した変異には Rett 症候群様症状を引き起こす新規疾患原因遺伝子としての
GABRD遺伝子や、これまでゲノム上の領域が脳梁低形成等の責任領域候補として知られて
いながら遺伝子が確定的ではなかった NFIA遺伝子を 1塩基レベルの変異の発見により確定
したものが含まれていた。また、特に神経系疾患の場合は表現型が多岐に渡り、様々な疾
患と重複する表現型（例えばてんかんや精神・運動発達遅滞など）があり、臨床症状だけ
では確定診断が非常に難しい場合が多くある上に、症状が典型例とは異なる場合も多い。
例えば ACTB 変異が見つかった Baraitser-Winter 症候群例では既報の症例よりも形成異常の
度合いが軽度で頭囲が平均より大きいなどの特徴があったり、Noonan 症候群の原因遺伝子
である PTPN11に変異が見つかった患者ではこれまで PTPN11変異症例では報告がない脳梁
欠損が見られたり等、これらは NGSで網羅的に探索しなければ確定診断や原因遺伝子の同
定が難しく、非典型例の確定診断のためにも NGSは非常に有用であると言える。 
 WES でも候補すら何も残らない検体が本研究の検体でも約 20.9%存在しており、この原
因変異未発見家系検体の原因変異が WES で読まれていない CDS 領域に存在する可能性を
考え、本研究では CDS未読領域を補完するカスタムリシーケンスプローブを作製し統合解
析を行った。これまでの WES では 10%程度の CDS 領域がシーケンスできておらず、これ
を補完するカスタムリシーケンス用プローブを作製することで WES と統合した際の CDS
カバー率をプローブのデザイン段階で 98.5%、実際のシーケンスでも最大 97.4%まで上げる
ことができる手法を確立した。この統合手法を用い、WES では何も候補が残らなかった 7
家系について調査を行い、少なくとも 1 家系で新規の疾患原因変異を同定することができ
た。本手法はWESで原因変異が見つからない場合に適用可能な選択肢の一つとして非常に
有用であろうと考えられる。これらの結果は累計 9報の論文雑誌でも報告を行った。 
 本論文研究では、神経系遺伝子カスタムターゲットリシーケンス、WES、そしてWESで
読まれていない CDS領域を補完する形のカスタムリシーケンスという 3種の実験手法とバ
イオインフォマティクス的解析手法を統合して、多数の神経系疾患原因遺伝子の新規変異
の同定と、新たな実験・解析手法の開発を行った。今後さらに各種の NGSハードウェアの
改良およびバイオインフォマティクスを駆使したソフトウェアの改良により、一層多くの
新規遺伝子を含めた疾患原因変異が同定され、更なる疾患メカニズムの解明や治療へと繋
がっていくことが期待され、本研究はそのための実験・解析手法の道標を示した。 
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略語 
 
ABR・・・auditory brain-stem response（聴性脳幹反応） 
ALT・・・alanine transaminase（アラニンアミノトランスフェラーゼ） 
AST・・・aspartate transaminase（アスパラギン酸トランスアミナーゼ） 
bp・・・base pairs（塩基対長） 
BRWS・・・Baraitser-Winter syndrome 
bwa・・・Burrows-Wheeler Aligner（マッピングソフト名） 
CCCS・・・complementary custom CDS sequencing（CDS未読領域補完用カスタム 
      リシーケンス） 
CDS・・・coding sequence（タンパク質コード配列） 
CGH・・・comparative genomic hybridization（染色体構造異常検査用アレイ試験） 
CNV・・・copy number variation（コピー数多型、コピー数多様性） 
CT・・・computed tomography（コンピュータ断層撮影） 
DNA・・・deoxyribonucleic acid 
EBV・・・Epstein-Barr virus 
EDTA・・・ethylenediaminetetraacetic acid 
EEG・・・electroencephalography（脳波検査） 
GC・・・guanine and cytosine（塩基配列の Gと Cの総称、用例は GC-content（含量）等） 
GH・・・growth hormone（成長ホルモン） 
GWAS・・・genome-wide association study（ゲノムワイド関連解析） 
indel・・・insertions and deletions（挿入配列と欠失配列の総称） 
LCL・・・lymphoblastoid cell line（リンパ球由来不死化細胞株） 
MAF・・・minor allele frequency（マイナーアレル頻度） 
MCAP・・・Megalencephaly capillary malformation（巨脳症に血管腫、過成長、合指症 
      などを伴う症候群） 
MCPH・・・autosomal recessive primary microcephaly（常染色体劣性先天性小頭症） 
MICPCH・・・microcephaly with pontine and cerebellar hypoplasia（小頭症と橋および 
       小脳低形成） 
MRI・・・magnetic resonance imaging 
ncRNA・・・non-coding RNA（非タンパク質コード RNA） 
NGS・・・next generation sequencer（次世代シーケンサー） 
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PBS・・・phosphate buffered saline（リン酸バッファー） 
PCR・・・polymerase chain reaction 
RNA・・・ribonucleic acid 
SNP・・・single nucleotide polymorphism（一塩基多型） 
SNV・・・single nucleotide variants（リファレンス配列と異なる 1塩基多様性配列） 
UTR・・・untranslated region（非翻訳領域） 
VCUG・・・voiding cystourethrogram（排尿時膀胱尿道造影） 
VEP・・・visual evoked potentials（視覚誘発電位） 
VUR・・・vesicoureteral reflex（膀胱尿管逆流現象） 
WES・・・whole-exome sequencing（全エクソームシーケンス） 
WT・・・wild type（野生型） 
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緒言 
 
 13年間に及ぶヒトゲノムプロジェクトにより、2003年にヒトゲノムの 99%の領域の配列
について 99.9%の精度で解読終了が宣言され 1-3、ヒトのゲノム解析研究における手法は大
きく変容した。個々の遺伝子を対象とするだけでなく、全ゲノムレベルでの網羅的解析へ
と研究の対象を拡大することが可能となった。それ以前にも、例えば現在よりは対象数は
相当少ないもののマイクロアレイによる網羅的発現解析 4や HapMapプロジェクト 5に代表
されるようなゲノムワイドな一塩基多型（single nucleotide polymorphism, SNP）解析などは
存在したが、リファレンスゲノムの完成によって、より高精度に、より詳細に、ヒトゲノ
ムを研究・解析・理解することが可能となった。疾患研究に目を向けると、2002 年から多
因子疾患（心筋梗塞、糖尿病、リウマチなど）について疾患群と健常群の間で頻度に有意
差のある SNPを探索し、その SNPが存在あるいは影響を及ぼす疾患に関わる遺伝子を調査
し疾患のメカニズムの解明や治療ターゲットの発見を目指すゲノムワイド関連解析
（genome-wide association study, GWAS）6,7が世界的に広く行なわれるようになったが、ヒト
ゲノム配列が完成し、その連鎖不平衡の詳細が研究されて明らかになったことにより、同
時に連鎖が起こる一定領域内にタグ SNPと呼ばれる代表となる SNPをより高精度に設定で
きるようになり、少数（数十万）の SNPをジェノタイピングすることでより効率的に GWAS
が行えるようになった。一方でメンデル遺伝病とも言われる単一遺伝子疾患については、
1980年代後半から 1990年代に連鎖解析に基づくポジショナルクローニング法によって、ハ
ンチントン病 8や筋ジストロフィー9、嚢胞性線維症 10などの原因遺伝子が次々に明らかと
されたが、リファレンスヒトゲノム配列の完成が単一遺伝子疾患の解析でも精度や解析速
度の向上に貢献していることは言うまでもない。しかしながら、主に多因子疾患あるいは
低い浸透率疾患を対象とした GWAS では多数（数百から数千あるいはそれ以上）の疾患群
と健常群の検体が必要なこと、一方で単一遺伝子疾患でも連鎖解析から有意な領域を同定
するためには十分な一定数以上の大家系などの検体が必要なことや、実験・解析が容易で
はないことなど、ヒトゲノム配列が解読されても各種の課題が存在した。 
 そんな中、2005年末に次世代シーケンサ （ーnext generation sequencer, NGS）が開発され、
再びゲノム研究に大きなブレイクスルーが到来した 11。それまで DNAシーケンスに用いら
れていたサンガーシーケンス法に比べ一度に膨大なシーケンスを産出することが可能な
NGSは、ここ 10年の間にさらに改良を重ねられ、いわゆるムーアの法則と言われるコンピ
ュータのトランジスタ数が約 1.5年おきに約 2倍ずつ増加するという速度を遥かに超える速
度で指数関数的にその解読可能量を増大させ、2005年に最初に登場した 454 Life Science社
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製 Genome Sequencer System GS20という NGSが 20 Mb / runであったのと比較し、2015年
現在の最新の Illumina社製 HiSeq 4000という NGSでは 1回 3.5日の稼働で 1.5 Tb / runもの
シーケンスデータを産出することが可能となっており、これは 10年で 75,000倍もの増加量
である（ムーアの法則では 10年で約 102倍）。この 1.5 Tbというシーケンス量は 1回で約
12 人分の全ゲノムのシーケンス解析に相当する。それと同時にシーケンスコストも格段に
下がり（図 1）、一人の全ゲノム当たりのシーケンスコストは場合によっては約 1,000 ドル
に届きつつある。ヒトゲノムプロジェクトでかかった費用が約 30億ドル以上と算定される
ことに比べると正に隔世の感がある。 
 この NGS は疾患研究の世界にもブレイクスルーを起こしつつある。例えばこれまでの
GWAS研究においては、主にヨーロッパ系の白人人種に頻度の高い SNPの情報を基にジェ
ノタイピング用の SNPチップが開発されているため、日本人を対象に同じ SNPチップを使
ってタイピングすると、GWAS研究の対象にできる SNPは約半分以下しか得られない場合
が多い。これは SNP 塩基のリファレンス配列と異なるマイナーアレル頻度（minor allele 
frequency, MAF）が人種ごとに異なる場合が多数存在し、SNPチップの設計元となったヨー
ロッパ系白人人種集団と日本人集団とで大きく MAF が異なる SNP については日本人集団
で SNP が検出できない（存在しない）ことが最大の要因である。また同時に日本人集団特
有の SNPがこれまでの一般的な SNPチップには載っておらず、まだ多数存在する日本人特
有の SNPを見逃していたことにもなる。日本人集団の SNPをより詳細に解析できるように
するため、東北大学を中心とした東北メディカル・メガバンク機構では日本人 1,070人分の
全ゲノムを NGSでシーケンスし、そのデータから日本人集団での SNPを詳細に探索し、日
本人の SNP解析に最適化した 66万カ所の SNP解析が可能なジャポニカアレイ SNPチップ
を 2015年に作製した 12。同様に他の人種でも NGSの結果を元にしてその人種の SNPに最
適化した SNPチップ等を設計することで、より効率的に見落としを少なく GWASが実施さ
れるようになっていくことが期待される。一方で、NGS は単一遺伝子疾患を対象とした研
究手法にも大きな変貌をもたらしている。解読量の増大と低コスト化が進んだことで、大
家系の連鎖解析を経ずともゲノムを一気にシーケンスすることで変異を探索することが可
能となり、少なくとも発症者とその両親のトリオ検体があれば疾患原因変異を同定するこ
とができる場合も多く存在するようになった。特に単一遺伝性疾患は既知原因変異の 90%
以上が遺伝子の exon上に存在する（アメリカ国立生物工学情報センター（NCBI）の変異デ
ータベース ClinVar の 2015年 10月現在の情報に基づく）ことから、全ゲノム中の約 1～2%
の全 exon領域を選択的にNGSでシーケンスすることで疾患原因変異を探索するという戦略
が 2010 年頃から積極的に行われるようになり、その手法は全エクソームシーケンス
（whole-exome sequencing, WES）解析と呼ばれる 13,14。あるいは少数の既知の疾患原因遺伝
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子の exon のみを選択的にシーケンスし、原因遺伝子探索を行うターゲットリシーケンス
（targeted resequencing）という手法も用いられる場合がある 15。このWESあるいはターゲ
ットリシーケンスにより同定された疾患原因変異が既に数百を超える単位で報告されてお
り、新規原因遺伝子も多数明らかになっている 16。 
 しかしながら、本格的な活用が始まってまだ間もない NGSによる疾患解析ゆえにまだ多
くの課題もある。本研究では、各種の先天性神経疾患を対象とし、NGS を用いた疾患原因
変異探索を行うと共に、NGS 解析の課題点を挙げ、その対応策・解決策を考案し、新たな
疾患原因変異探索手法を開発し、疾患原因変異の同定を試みた。21 世紀の疾患研究は、如
何にビッグデータと言われる膨大なデータからバイオインフォマティクス的手法と生物医
学的知見を統合させ、疾患の原因変異探索を行うと共に、疾患メカニズムの解明・薬剤タ
ーゲットの探索、そして治療に結びつけていくかが最重要のキーであると考えられ、本研
究はその統合解析により得られる実例の実証を行うと共に、疾患研究のさらなる進展に寄
与することを目指したものである。 
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背景と目的 
 
 遺伝性疾患に対する NGS を用いた変異解析は、効率性の面からタンパク質コード配列
（CDS）領域である全 exon（約 50 Mb）をターゲットとした WES13,14か、あるいは既知ま
たは候補を含む疾患関連遺伝子をターゲットとしたターゲットリシーケンス 15 が主に実施
されている。その手法は何種類か存在するが、ターゲット領域となるゲノム上の DNAを選
択的に捕捉しシーケンスするという点では共通しており、大きく以下の 3つに分類される。
1 つ目は、ターゲット領域に相補的な合成 DNA または合成 RNA でできたキャプチャープ
ローブによってターゲット領域のゲノム DNA とプローブを結合させ、その結合した DNA
を回収後にシーケンスするキャプチャーハイブリダイゼーション法（capture hybridization 
method）、2つ目は複数の制限酵素カクテルによりゲノム DNAを断片化後、両側の制限酵素
処理末端配列に重複し一部ターゲット領域配列を含む特異的プローブ（molecular inversion 
probe; MIPと呼ばれる）を結合させ、そのプローブから末端間の DNAを合成し環状の DNA
を作成し、その環状 DNA をキャプチャー後にシーケンスする選択的環状化法（selective 
circularization method）、3つ目は末端に NGS用アダプター配列を付けたプライマーにより一
度に複数の PCRを行い、増幅産物を NGSでシーケンスする PCR増幅法（PCR amplification 
method）の 3 種である（図 2）15,17,18。このうち最も一般的に使用されるのはキャプチャー
ハイブリダイゼーション法であり、その理由は 3 種のうち最も多くの領域の捕捉が一度に
可能であるためで、CDS 領域のみならず遺伝子の UTR 領域や非タンパク質コード機能性
RNA（non-coding RNA, ncRNA）なども含めた最大 100 Mb程度のキャプチャーが一度に可
能なためである。しかしながら、キャプチャーハイブリダイゼーション法では特異的なプ
ローブが設計できない領域が存在する場合や、塩基配列の GC含量が高い領域、リピート配
列を多く含む領域は解読が難しいという幾つかの問題点もある 19。一方で、選択的環状化法
や PCR増幅法は解読できる量が最大でも 10 Mb程度が限界の場合が多く、WESにはあまり
向かないが、コストが安く済む場合もあり、キャプチャーハイブリダイゼーション法では
読みにくいゲノム領域も読めることもある。また選択的環状化法や PCR 増幅法の方がキャ
プチャーハイブリダイゼーション法よりターゲット領域の捕捉時の特異性が高い場合もあ
る（図 3）など、場合によって手法を使い分けることが望ましい。 
 NGS は各解読リードが 100～150 bases 前後のショートリードの NGS（Illumina 社 HiSeq
シリーズ等）と、各解読リードが数万 basesにも及ぶロングリードのNGS （Pacific Biosciences
社 PacBio RS IIなど）があるが、コストパフォーマンスとシーケンスエラーの少なさから、
現状はショートリードの NGS が使われる場合が多い（ただし最近はロングリードの NGS
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の性能が向上してきており、非モデル生物を対象とする場合は特に in silicoでのアッセンブ
リが容易なロングリードシーケンサが有用であることは特筆しておく）。いずれの NGS の
場合でもヒトのシーケンスデータを扱う場合の基本的な解析手法はほぼ同一であるが、こ
れ以降は本研究でも用いたショートリードの NGSについて主に論ずる。 
 NGS を用いた基本的な疾患原因変異探索手法は以下の通りである。まずヒト疾患検体
DNAから NGSによって得られたリードを、ヒトリファレンス配列にマッピングする。マッ
ピングソフトはこれまでに複数作製されているが、bwa（Burrows-Wheeler Aligner）20という
ソフトウェアが最も一般的に使用されマッピング率も非常に優秀である。その後、一般健
常集団に見られる SNPや variant（リファレンス配列と異なり頻度は低いが同様のアレルを
持つ健常者がいる多様性のある塩基）を除外し、タンパク質コード領域にあり、アミノ酸
変化を伴うダメージが生じると考えられる variant（1 塩基の多様性配列（single nucleotide 
variants, SNV）および挿入配列（insertions）と欠失配列（deletions）（挿入と欠失の総称を indels
と呼ぶ））に絞り込み、家系情報由来の想定遺伝形質と辻褄が合う variantを探し、最終的に
その変異が疾患原因変異かどうかを同定する。流れとしては以上だが、そこには多数の課
題が存在する。NGS の解析手法はまだゴールデンスタンダードと呼べる確立された方法が
存在せず、如何にして多数 callされる variantの中から効率的に疾患原因変異を同定するか、
偽陽性と偽陰性を如何にして減らすか、その call方法の各種パラメーターはどのように設定
するのが最善なのか、そしてWESを行っても疾患原因変異が見つけられない場合の原因は
どこにあるのかという最大の課題がある。WES は遺伝性疾患の原因変異同定に非常に有用
ではあるが 16、実際のWESを行った際の疾患原因変異同定率は世界的に約 25%程度と見積
もられている 21,22。これらの課題の解決策を模索し、これまで以上の精度と感度で疾患原因
変異を同定することが本研究の目的の一つである。 
 本研究では研究対象を先天性神経疾患とした。先天性疾患は生活習慣病のような環境要
因を含む多因子疾患と異なり単一遺伝子が原因である場合がほとんどであり、また浸透率
（ある遺伝子変異を持っている場合の実際に発病する率）を 100%と仮定した場合、患者と
同一（homozygote あるいは heterozygote の型が同一）の variant 保因者が一般健常者集団で
存在した段階で、その variant を疾患原因変異候補から除外できるので、絞り込みが容易か
つ確実性が増すという利点がある。本研究のグループは、2011 年に厚生労働科学研究費補
助金 難病・がん等の疾患分野の医療の実用化研究事業（難病関係研究分野）において「分
野横断型全国コンソーシアムによる先天異常症の遺伝要因の解明と遺伝子診断ネットワー
クの形成」（慶應義塾大学 小崎健次郎 教授代表）という課題名の元、全国先天性疾患解析
コンソーシアムを立ち上げ、本論文の研究はそのコンソーシアム内で実施された研究が主
となる。各研究グループメンバーと役割は図 4 の通りであり、本論文著者は神経系先天性
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疾患グループの NGSの実験とその解析を主に担当した。 
 本研究の第一義の目的は先天性疾患原因変異探索とその同定であり、将来的に臨床の現
場でのスクリーニングにも応用できる技術の開発を目指した。合わせて今後継続的に利用
可能な NGSを用いた包括的な解析システムの構築も目的とした。さらに、WESだけでは原
因変異が同定できない場合の更なる探索手法の開発、新規原因遺伝子変異同定からの機能
解析により疾患メカニズムの解明をさらに進めること、薬剤ターゲットを探索すること等、
今後の疾患治療へと繋がる知見を得ることも目指した。 
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対象と方法 
 
 研究の全体的な方法の流れとして、まず NGSの解析プラットフォームの構築（最初にサ
ーバー構築とプログラムの作製、次いで NGSシーケンス後の callの精度の検証、パラメー
ターの検証）を行った。なお、NGS用の計算機サーバーは 2.4 GHzの CPUコア数 32個、
メモリ 256 GB、ハードディスク 72 TBのサーバーをメインで用いた。NGSでのシーケンス
に関しては、まず神経系の既知および候補遺伝子を選び出し、カスタムリシーケンス用キ
ャプチャープローブを作成し、先天性神経疾患家系検体に対して NGSによる神経系遺伝子
のシーケンスを行い、疾患原因遺伝子変異探索を行った。次に、ターゲットリシーケンス
で疾患原因変異が見つからなかった家系および別の新規家系に対してWESを実施した。さ
らに、WES でも候補が見つからなかった家系について、その原因を探索し、追加の WES
で読めなかった領域を補完するためのカスタムリシーケンス用プローブを作製後、疾患原
因変異探索とその同定を行った。 
 
1. 対象検体 
 対象とした先天性神経疾患は小頭症、滑脳症、多小脳回、脳梁欠損、脳梁低形成、小脳
低形成、水頭症、大頭症、大脳皮質形成異常、Angelman症候群、Dandy-Walker症候群、Phaces
症候群等とした。またその家系検体は神経系遺伝子のカスタムリシーケンスの場合は基本
的には患者のみ（ただし Sangerシーケンスによる確認時には両親も確認）、そして WESお
よびその CDS補完用カスタムリシーケンスの場合は最低でも患者とその親のトリオ以上の
人数がいる家系を対象とした。 
 なお、本研究は理化学研究所および各所の共同研究機関の倫理委員会の承認を得て行わ
れ、患者（またはその保護者）、およびその親族提供者からのインフォームドコンセントを
書面でいただき、全て承認された計画の元で実験および解析を実施した。 
 検体は末梢血とし、Qiagen社の QIAamp DNA Blood Midi Kitあるいは同等品でキットのプ
ロトコル通り DNAを精製し、それを NGS用のシーケンスサンプルとした。 
 また、一部、検証用として、HapMapプロジェクト 5や 1000 Genomes Project23で使用され
たリンパ球由来の細胞株（EBV-transformed lymphoblastoid cell line, LCL）で日本人由来の検
体（ID: NA18943）を Coriell社より購入し使用した。細胞は RPMI 1640培地にウシ血清 10%、
Penicillin/Streptomycin 1%を加えた培地で 37℃、CO2濃度 5%にて培養した。数継代後、細胞
培養液を 1500 rpm、5分にて遠心し、上清を破棄後、PBSで一回細胞を洗浄し、その細胞か
らQiagen社のTissue & Blood Kitにて細胞DNAをプロトコル通り精製し、NGS検体とした。 
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 さらに、ある特定遺伝子のヒト組織内での遺伝子発現確認用として、TaKaRa Bio社より
ヒト大脳、胎児脳、脊髄由来の total RNAを購入し実験に用いた。 
 
2. 神経系遺伝子カスタムターゲットリシーケンス用プローブの作成 
 ターゲットとする遺伝子は、1) 前述の本研究での対象疾患の原因遺伝子として既に知ら
れている遺伝子群、2) 本研究での対象疾患の原因候補として考えられている遺伝子（大き
な構造欠失や転座が該当遺伝子上や周囲に知られている遺伝子等）、3) 神経系の関連疾患
の原因遺伝子あるいはその候補遺伝子、4) 既知疾患原因遺伝子の遺伝子ネットワーク上に
存在する遺伝子、の 4種から我々が独自にキュレートし、284遺伝子を選別した（表 1にそ
の遺伝子リストを示した）。選別した遺伝子の CDS領域に対し、Agilent Technologies社の
SureDesign ソフトウェアを用いてプローブを設計し、Agilent Technologies 社によって
SureSelectカスタムキャプチャープローブを合成、作製した。 
 
3. 神経系遺伝子カスタムターゲットリシーケンスの実験手法 
 検体の血液由来DNA 3 µg分を合計 130 µlになるように LowTE buffer （10 mM Tris-HCl pH 
8.0, 0.1 mM EDTA溶液）に溶解させ、Covaris社の Covaris Shearing Systemにてピークが 150
～200 bpとなるように機器のプロトコル通り DNAを断片化させた。断片化後の DNAから
SureSelect XT Target Enrichment System for Illumina Paired-End Sequencing Library Kit（Agilent
社）と上記で設計した神経系遺伝子カスタムターゲットリシーケンス用 SureSelectプローブ
とを用いて、キットのプロトコル通り NGS 用シーケンスライブラリを調製した。その後、
Illumina社の Genome Analyzer IIxまたは同社の HiSeq 2000 NGSにて 76-bpまたは 101-bpの
paired-end法にてプロトコル通りシーケンスを実施した。Genome Analyzer IIx NGSを用いる
場合は 1レーン当たり異なる index配列を付けた 6検体のプールにて、HiSeq 2000を用いる
場合は異なる index 配列を付けた 1 レーン当たり 24 検体のプールにてシーケンスを実施し
た。 
 
4. 全 exonをターゲットとしたWESの実験手法 
 検体の血液由来 DNA 3 µg分を元に、上記の神経系カスタムターゲットリシーケンス用の
場合と同様に DNAの断片化を行った。WES用のキャプチャープローブは SureSelect V4ま
たは V5（Agilent Technologies社）を使用し、そのプローブと SureSelect XT Target Enrichment 
System for Illumina Paired-End Sequencing Library Kit（Agilent Technologies社）を用いて、プ
ロトコル通り断片化後の DNA から NGS 用シーケンスライブラリを作製した。その後、
Illumina社の HiSeq 2000 NGSにて 101-bpの paired-end法にてプロトコル通りシーケンスを
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実施した。WES の場合は 1 レーン当たり異なる index 配列を付けた 6 検体のプールにてシ
ーケンスを実施した。 
 
5. NGSデータの解析プラットフォームの構築とその variantの call方法 
 解析パイプラインの概要を図 5に示した。NGSによって読まれた readは、まず bwaソフ
トウェア 20（http://bio-bwa.sourceforge.net）にてヒトゲノムリファレンス配列にマッピング
した。ヒトリファレンス配列は、ヒトゲノム build 37/hg19のゲノム配列に、decoy配列と呼
ばれる配列がさらに追加された 1000 Genomes Project23のリファレンスとしても使用された
hs37d5.fa という配列を用いた（以下の ftp サイトよりダウンロード可能：
ftp://ftp.1000genomes.ebi.ac.uk/vol1/ftp/technical/reference/phase2_reference_assembly_sequence/
hs37d5.fa.gz）。bwa は bwa mem というオプションが追加された新しいバージョン（version 
0.7.10以降）を用いた。そのコマンドラインは以下のように実施した。 
> bwa mem -M hs37d5.fa ssample1_forward.fastq.gz sample1_reverse.fastq.gz > mapped_read.sam 
 次に、マッピングされた read に対して、picard ソフトウェア（http://broadinstitute. 
github.io/picard/）にて染色体の位置順に並べ替えつつ、samフォーマットファイルを bamフ
ォーマットに以下のコマンドで変換した。 
> java -jar picard.jar SortSam SORT_ORDER=coordinate INPUT=mapped_read.sam OUTPUT= 
mapped_read_sorted.bam 
 マッピングされた readに対して、picardソフトウェアにて PCRエラーが多く含まれるこ
とが知られる完全同一重複リード（duplication read）を以下のようなコマンドで除外した。 
> java -Dsnappy.disable=true -jar picard.jar MarkDuplicates I=mapped_read_sorted.bam O= 
mapped_read_sorted_remDup.bam METRICS_FILE=jeter.metrics REMOVE_ DUPLICATES=true 
ASSUME_SORTED=true VALIDATION_STRINGENCY =LENIENT 
 次に、ゲノム上にユニークにマッピングされている read のみを samtools ソフトウェア 24
（http://samtools.sourceforge.net）にて以下のコマンドで抜き出した。 
> samtools view -bq 1 mapped_read_sorted_remDup.bam > mapped_read_sorted_remDup_ 
uniq.bam 
 続いて、自作プログラムにて全 paired-end（読まれたシーケンスライブラリ由来の readの
ペアとなる forward側と reverse側の read）の平均距離を算出し、その±2 SD（standard deviation）
以内に存在する readだけを選出した。その後、プローブが設計されたターゲット領域の±100 
bp以内にオーバーラップする readのみに絞り込んだ。 
 以上のように抜き出したターゲット領域上の read に対して、samtools にて次の 2 つのコ
マンドで 2段階に SNVと indelを callした。 
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> samtools pileup -Q 20 -Bvcf human_reference_build37.fa ontarget_reads.bam > 
pileup_result_step1.txt 
> samtools.pl varFilter -Q 10 -d 1 -D 10000 pileup_result_step1.txt > pileup_result_step2.txt 
 さらに SNVに関しては、samtoolsで callされた SNVの consensus scoreが 20以上、かつ
SNP quality scoreが 20以上、かつ read depthが 10以上の SNVに絞り込んだ。また、ゲノム
上の同一箇所にまたがる read塩基におけるアレル頻度が、0.25以下あるいは 0.75以上の箇
所を homozygote として、またその頻度が 0.25 より大きく、かつ 0.75 より小さい箇所を
heterozygote として call し、samtools 上での call とその allele 頻度が一致しなかった場合は
NGSで読めなかった場所として callなしとした（図 6）。 
 一方、indelに関しては、GATKソフトウェア 25（https://www.broadinstitute.org/gatk/）を用
いて、samtoolsで SNVと indelが callされた領域上の readについて再度 local realignmentと
いう再マッピング処理を行った。これは SNVや indelが callされた領域はマッピングエラー
が起こりやすいため、local realignmentによって、より正確にマッピングし直すためである。
local realignment後は SNVの場合と同様に samtoolsによって再度 callした。indelに関して
も consensus scoreが 20以上、かつ SNP quality scoreが 20以上、かつ read depthが 10以上で
read depthが 10以上に絞り込み、ゲノム上の同一箇所にまたがる read塩基におけるアレル
頻度が、0.25以下あるいは 0.75以上の箇所を homozygoteとして、またその頻度が 0.25より
大きく、かつ 0.75より小さい箇所を heterozygoteとして callし、samtools上での callとその
allele頻度が一致しなかった場合は NGSで読めなかった場所として callなしとした。 
 
6. NGSで callされた variantからの疾患原因変異候補の絞り込み方法 
 call された variant から先天性疾患原因変異を探すため、各種データベースから情報を収
集し、一般健常者集団でアレル頻度が 0.001 以上（ただし homozygote の保因者がいる場合
はアレル頻度に関わらず）の保因者がいずれかのデータベースに存在する variant を除外す
ることとした。用いたデータベースは以下の通りである。 
・	 dbSNP（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/） 
・	 1000 Genomes Project（http://www.1000genomes.org） 
・	 NHLBI Exome Sequencing Project ESP6500（http://evs.gs.washington.edu/EVS/） 
・	 ExAC（http://exac.broadinstitute.org） 
・	京都大学 HGVD（http://www.genome.med.kyoto-u.ac.jp/SnpDB/） 
・	東北メディカル・メガバンク（http://ijgvd.megabank.tohoku.ac.jp） 
上記データベース情報をすべて統合し、フィルターとして用いた。ただし、以下の 2 種の
ヒト疾患変異データベースに乗っているアレルで、頻度が 0.01よりも低い variantは、その
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疾病情報を付加しつつを除外せずに残した。 
・	 NCBI ClinVar（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/） 
・	 HGMD（http://www.biobase-international.com/product/hgmd） 
また、これまでに実施した自分らの NGS の in-house データを統合し、in-house 内の健常者
で homozygoteの保因者がいる SNVは除外し、heterozygoteに関しても 10人以上保因者がい
る SNVは common variantとし疾患原因候補から除外した。 
 次に上記フィルターを通して残った variant に対してアノテーション（variant の存在する
遺伝子名や、遺伝子上での場所情報、アミノ酸の変化情報など）を annovar 26 ツール
（http://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/）を用いて付加し、アミノ酸変化を伴う
nonsynonymous変異（missense変異、nonsense変異、あるいは splice site領域に存在する variant）
を選び出した。 
 最後に、variant のダメージ予測（タンパク質の重要なドメイン等に存在しないかや、立
体構造の変化によるダメージ予測、進化的保存性から見たダメージ予測等）の情報を付加
した。これは SIFT27や Polyphen228などの多数のダメージ予測プログラムを統合して実行で
きる dbNSFP29,30（https://sites.google.com/site/jpopgen/dbNSFP）というツールを使用し付加し
た。ただしそれらのダメージ予測結果は付随的な情報としてのみ使用し、ダメージ情報に
よる候補 variantの除外や選別は行わなかった。 
 
7. NGSの call評価のための比較用 SNP chipタイピング 
 NGSの call評価のために、一部の検体を用いて SNP chipにてタイピングを実施し、NGS
の call と比較した。SNP chip は 951,117 箇所のジェノタイピングが可能な Illumina 社の
HumanOmniExpress Exome chipを用い、その実験手法はすべてプロトコル通り実施した。SNP 
chipは triallele（3種の alleleの SNPが存在する場所）や indelが存在する場所では callエラ
ーが起こりやすいため、1) 既知のデータベースで triallele が存在する場所、2) 我々の
in-houseの NGS callに trialleleが存在する場所、3) 既知のデータベースで indelが存在する
場所、4) 自身の in-houseの NGS callに indelが存在する場所、の 4種のいずれかに該当す
る箇所は SNP chipとの比較対象領域から除外して比較した。 
 また、神経系遺伝子カスタムリシーケンスの評価の場合のみは、日本人由来の LCL 細胞
（ID: NA18943）を我々の神経系遺伝子カスタムリシーケンスで実施した上で、そのデータ
とダウンロードした HapMap プロジェクトで実施された同一検体のデータ
（ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/hapmap/genotypes/2010-08_phaseII+III/）とを比較することで評価し
た。 
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8. NGSの callの確認のための Sangerシーケンス法 
 まず検体 DNA 1 ng 分をテンプレートとして、確認したい塩基を含むように設計した
primerを用いて PCRを実施し、PCR増副産物を得た。primer配列は表 3、表 7、表 13等の
該当箇所に記載した。PCRはまず 94度で 2分間変性ステップを行い、その後 94度で 30秒、
60度で 30秒、72度で 30秒というステップを 35サイクル繰り返したのち、最後に 72度で
5分間追加の伸長時間を入れ、その後 4度で保温というプログラムで実施した。PCRの Taq 
Polymeraseは Promega社の GoTaq Green Master Mixを使用した。PCR産物は 2%アガロース
ゲルで電気泳動後、目的の長さのバンドが目視できることを確認し、その PCR 産物のバン
ドをアガロースゲルから切り出し、Promega社のWizard SV Gel and PCR Clean-Up Systemキ
ットにて精製し、Sanger シーケンス用 DNA 検体溶液とした。Sanger シーケンスは Life 
Technologies社の Applied Biosystems 3730xl DNAアナライザを用いてプロトコル通り実施し
た。サンガーシーケンスの波形データは 4Peaksソフトウェア（http://nucleobytes.com/ 4peaks/）
を用いて目視でも確認した。 
 
9. スプライシングバリアントの確認用 RT-PCR実験 
 Nuclear factor I/A（NFIA）遺伝子に関しては、4種のスプライシングバリアントが知られ
ている。どのバリアントがヒト脳内で発現しているかを確認するため、RT-PCR実験を行っ
た。胎児脳由来、成人大脳由来、成人小脳由来、脊髄由来のそれぞれの total RNA 1 µgを逆
転写酵素 SuperScript III（LifeTechnologies 社）とランダムプライマー（pd(N)6）を用いてプ
ロトコル通り逆転写して cDNA（complementary DNA）を合成し、そのうち 1/100量を RT-PCR
に用いた。プライマーは forward側が intronを跨るように設計し、forward側の配列が 5’-CAT 
TAC AGG ACC CAG AGC AAG -3’、reverse側の配列が 5’-GCT GCA ACT TTT ATC CCA GGT 
-3’のプライマーを用いた。PCR反応条件は上記の Sangerシーケンス法と同一とした。 
 
10. TUBA1Aの強制発現実験と免疫組織化学、微小管の密度測定実験 
 TUBA1A 変異の機能解析のため、全長の TUBA1A を購入した胎盤由来の cDNA をテンプ
レートに PCR（F primer: TAAGCGGCCGCCATGCGTGAGTGCATCTCCATCCAC、R primer: 
TAACTGCAGGTATTCCTCTCCTTCTTCCTCACCCTC）にて増幅させ、Not Iと Pst Iの制限
酵素を用いて pCMV-4Aベクター（Agilent Technologies社）にクローニングした。この発現
用ベクターは C末端に FLAG（DYKDDDDK）エピトープを付加したタンパクを発現するよ
うになっている。変異型 TUBA1Aは PCRを用いて野生型を改変して作製し、全ての発現用
ベクター配列は Sanger シーケンスにて間違いがないことを確認した。トランスフェクショ
ンは COS7細胞へ行い、Lipofectamine 2000（Life Technologies社）試薬を用いてプロトコル
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通り実施した。トランスフェクションの 24 時間後に氷冷したメタノールで固定し、goat 
polyclonal anti-DYKDDDDK（FLAG）抗体（1 : 5,000、Novus Biologicals社）または mouse 
monoclonal anti-α-tubulin抗体（1 : 250、SantaCruz社）の 1次抗体と、donkey anti-goat IgG Alexa 
Fluor 594（1 : 1000、LifeTechnologies社）または donkey anti-mouse IgG Alexa Fluor 488（1 : 1000、
LifeTechnologies社）にて染色した。染色された FLAGまたは α-tubulinの密度測定は Kumar
らの方法 31と同様に行い、ImageJソフトウェアと KBIプラグインを用いて、対象の細胞の
ある面積中に占める対象の染色された微小管の面積の割合の比率にて算出した。 
 
11. 繊維芽細胞を用いた tubulinの解重合実験 
 TUBA1A変異の機能解析のため、TUBA1A変異（p.R64Wおよび p.C25F）を持つ各患者と
変異を持たない健常者の皮膚生検由来の繊維芽細胞を培養して実験に用いた。解重合実験
は Poirierらの方法 32と同様に実施した。簡潔に書くと、10%ウシ血清と Penicillin/Streptomycin 
1%を添加した IMDM培地で 3継代培養後、カバーグラススライド上で培養し、それを氷上
に 0、5、10、15、または 20 分間静置後、細胞を固定した。再重合の実験では氷上で 20 分
間静置後に 37 度に移し 15 分間静置してから細胞を固定した。細胞は mouse monoclonal 
anti-α-tubulin抗体（1 : 100、SantaCruz社）の 1次抗体と、donkey anti-mouse IgG Alexa Fluor 488
（1 : 1,000、LifeTechnologies 社）にて染色した。解重合は顕微鏡下で各時間における細胞
100個当たりの解重合している細胞数を計測して割合を算出した。 
 
12. CDS補完用カスタムリシーケンス（CCCS）用プローブのデザイン 
 WESで読まれていなかったCDS領域についてカスタムでリシーケンス用プローブをデザ
インした。デザインはWES用のキャプチャープローブである SureSelect V5を用いて日本人
由来の LCL細胞である NA18943検体を NGSにて読んだデータに基づいて設計し、NA18943
検体の CDS領域の depth（読み深度）が 15未満の領域をターゲットとした。なお、CDS領
域かどうかのアノテーションデータはヒトリファレンスゲノム build 37.3の NCBI RefSeqデ
ータベースの遺伝子情報から判別した。上記の CDSの読み深度が浅い領域について、Agilent 
Technologies社の HaloPlexテクノロジー（その手法は SureSelectがキャプチャーハイブリダ
イゼーション法であるのに対し HaloPlex は選択的環状化法を用いている）を使ってプロー
ブをデザインすることとした。プローブのデザインは Agilent Technologies 社の SureDesign
ソフトウェア（https://earray.chem.agilent.com/suredesign/?locale=ja）を用いたが、以下の 3ス
テップを経てデザインを行った。パラメーターの詳細は上記WEBサイトに記載されている。 
1) ターゲット領域に対し”Maximize Specificity”というパラメーターにてプローブをデザイ
ンし、その後、独自にデザインされたプローブを用いて NGS から読まれることが予想
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される readをシミュレーションし、そのシミュレートされた paired-endの readを BLAT33
にてヒトゲノムにマッピングした。その paired-endの readの距離が 1,000 bp以内で、か
つ最小のミスマッチ数でマッピングされる場所が一意に決定できる read を産出すると
予想されるプローブのみを残した。 
2) 1) の結果、ターゲット領域の中でまだ予想シーケンス領域に含まれていない領域につ
いて、さらに SureDesignソフトウェア上で、”Maximize Specificity”に追加して”Optimize 
for Fragmented Samples”オプションを選択してプローブをデザインした（このオプショ
ンを選択すると短い増幅産物も許すという条件でより多くのプローブがデザインでき
るようになる）。その後、1) の場合と同様に NGS から読まれることが予想される read
をシミュレーションし、その readを BLATにてマッピングし、ユニークにマッピングで
きる優良なプローブのみを残した。 
3) 2) の結果、ターゲット領域の中でまだ予想シーケンス領域に含まれていない領域につ
いて、さらに SureDesign ソフトウェア上で、”Maximize Coverage”と”Optimize for 
Fragmented Samples”オプションを選択してプローブをデザインした（ ”Maximize 
Specificity”を”Maximize Specificity”に変更するとプローブの領域特異性がかなり落ちる
が設計される数が増える。したがって次の BLATにより実際は大部分が捨てられるが一
部はユニークにマッピングされる）。その後、1), 2) の場合と同様に NGSから読まれる
ことが予想される read をシミュレーションし、その read を BLAT にてマッピングし、
ユニークにマッピングできる優良なプローブのみを残した。 
 最後に 1), 2), 3)のそれぞれのステップで設計できたプローブを合算し、Agilent 
Technologies社にて実際のプローブを合成した。 
 
13. CCCSの実験手法 
 初期量 225 ngのゲノム DNAを検体として、上記で作製したカスタムプローブと、HaloPlex 
Target Enrichment System For Illumina Sequencing Kit（Agilent Technologies社）を用いて NGS
用シーケンスライブラリをプロトコル通り作製し、Illumina社のNGS HiSeq 2000にて 100-bp 
paired-end にてシーケンスを実施した。シーケンス時は 1 レーン当たり異なる index 配列を
付けた 24検体のプールにてシーケンスを実施した。 
 
14. CCCSの解析手法 
解析パイプラインの概要を図 7に示した。大部分はWESおよび神経系遺伝子カスタムリシ
ーケンスの場合と同様だが、以下の 3 点が異なる。一つ目は、選択的環状化法を用いた短
い増幅産物由来の readは、読まれた readの後半にターゲット配列に続いて NGS用のアダプ
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タ ー 配 列 が 突 き 抜 け て 読 ま れ る 場 合 が あ る の で 、 Cutadapt ソ フ ト ウ ェ ア
（http://cutadapt.readthedocs.org/en/latest/index.html#）を用いて余分なアダプター配列を除去
した。そのコマンドは以下の通りである。forward側の readに対しては、 
> cutadapt –overlap 5 10 -m 50 - a AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAG -o 
output.fastq input.fastq 
にて、reverse側に関しては、 
> cutadapt –overlap 5 10 -m 50 -a AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAG -o 
output.fastq input.fastq 
にて実行した。二つ目は、duplication readの除去を実施しなかった。これは、選択的環状化
法では PCR にて大量に同一 amplicon を増幅させるため、大部分の read が duplicate となる
ためである。三つ目は、最初の bwa にてリファレンスゲノムへのマッピングがうまくでき
なかった readと、paired-endの read間の距離が 1,000 bp以内に存在せずに除去された read、
ターゲット領域にマッピングされずに除去された read に関して、BLAT にて再度マッピン
グをし直した点である。BLATの条件はデフォルト（5 baseまでのミスマッチを許す）で実
施し、paired-endの readの距離が 1000 bp以内で、かつ最小のミスマッチ数でマッピングさ
れる場所が一意に決定できる readを再度リカバーした。 
 
15. ヒト遺伝子アノテーションとタンパク質ドメインアノテーションの収集 
 ヒトの遺伝子情報（タンパク質コード領域や遺伝子名等）は NCBI のビルドバージョン
build 37.3/hg19 の seq_gene.md というファイルから入手した（ ftp://ftp.ncbi.nih.gov/ 
genomes/H_sapiens/mapview/seq_gene.md.gz）。 
 ゲノムのビルドが異なる情報を build 37.3/hg19に揃えるためには、UCSCの liftOverツー
ルを用いた（https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgLiftOver）。 
 タンパク質のドメイン情報は EMBL-EBI の InterPro データベース（http://www.ebi.ac. 
uk/interpro/）より入手し、ドメイン領域の作図には MyDomains ツール（http://prosite. 
expasy.org/cgi-bin/prosite/mydomains/）を用いた。 
 
16. 統計解析 
 One-way ANOVAは実施後、post-hoc test（事後検定）として Tukey’s testを実施した。Fisher’s 
exact test（Fisherの正確確率検定）は多重検定補正として Bonferroni補正を実施した。統計
解析は Linuxの Rソフトウェアにて実施し、統計的有意差の基準の閾値は P = 0.05未満を有
意差ありとした。 
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結果 
 
1. 神経系遺伝子ターゲットリシーケンスの NGS call評価 
 神経系遺伝子 284 遺伝子（表 1）のターゲットリシーケンスを評価用の LCL 細胞（ID: 
NA18943）を用いて実施し、その得られた NGS callと、HapMapデータベースに存在する同
検体の SNP chip を用いたジェノタイプデータとを比較して評価を実施した。NGS call と
HapMapデータの双方でジェノタイプデータが存在する箇所が 3,129箇所存在し、そのうち
16箇所は callされたジェノタイプデータが不一致であった（一致率 = ((3,192 – 16) / 3,192) x 
100 = 99.50%、表 2）。この不一致だった 16箇所について、我々の NGS callデータと HapMap
データのいずれが合っているのかを確認するため、Sanger シーケンスによって確認実験を
行った。その結果、16箇所全てについて我々の NGS callが正しかった（表 3）。この結果か
ら、他の HapMap データと一致していた箇所が正しい call だと仮定した場合、我々の NGS
の callは疑陽性率、偽陰性率共に 0となり、少なくとも疑陽性率は 1 / 3,192 = 0.031%未満、
偽陰性率は 1 / 957（HapMapと比較可能だった領域のうちリファレンスと異なる SNP数） = 
0.104%未満であると言える。 
 
2. 神経系遺伝子ターゲットリシーケンスでの疾患原因変異探索結果 
2-1. 神経系遺伝子ターゲットリシーケンスのデータ量と原因変異同定率 
 神経系遺伝子ターゲットリシーケンスは、小頭症家系 28 検体、皮質形成異常家系 22 検
体、水頭症家系 11検体、小脳形成異常症家系 11検体、Angelman症候群家系 11検体、脳梁
欠損症家系 9検体、脊髄髄膜瘤家系 6検体、大頭症家系 4検体、てんかん家系 3検体、等、
正常コントロールの LCL細胞 1検体を含めて 120検体を実施した。1検体当たりの平均 read
量は1.65 Gbで、リファレンスゲノムへのマッピング成功率は99.17%、ターゲット領域（probe
設計領域とその前後 100 bp）である 1.63 Mbの平均 depth（読み深度）は 819.79、probe設計
領域における depth 10以上の割合（base callに必要な最低限の depthを超えていた割合）は
99.63%であった。一般集団が保因する既知の variantを除いた後に残った exon領域でアミノ
酸変化を伴う nonsynonymousな variantの数は 1検体当たりの平均で 8.4個であった。 
 解析結果として、正常コントロール以外の 119検体に関して、疾患原因変異を調査した結
果を表 4 に示した。既知の変異および既知の疾患原因遺伝子上に変異が存在するか、ある
いは遺伝子機能のアノテーション情報から見つかった変異が疾患原因変異であることが確
定的な検体は 14 検体で全体の 11.8%であった。また、確定的ではないが、過去の機能解析
の文献等から見つかった変異が疾患原因であることが強く疑われる検体が 3 検体あった。
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上記 2種の場合をリシーケンスによる疾患原因変異同定成功症例とすると、全体の 14.3%が
原因変異を同定できたということになる。また、表 4に示した通り、一般集団の保因 variant
を除外後に何らかの候補となりうる variant が残った検体が 39.5%、何も候補が残らなかっ
た検体が 46.2%という結果であった。以下に、疾患原因変異が同定できた、あるいは原因変
異として極めて有力な変異を同定できた症例をいくつか記載する。 
 
2-2. ACTB遺伝子変異による Baraitser-Winter症候群（BRWS） 
 患者は 3歳 1ヶ月の女児で近親婚ではない健常な日本人の両親の第一子として生まれた。
女児は妊娠 37週目に通常の出産で生まれ、出生体重は 2,844 gで身長は 48.3 cm、頭囲は 35.2 
cmであった。彼女の成長過程は著しい遅れが見られ、頸座は生後 6ヶ月、寝返りは 9ヶ月、
座位は 18ヶ月、独歩は認められず、最近、補助ありの歩行が可能となった。また有意語に
乏しく、彼女の発達指数（global developmental quotient）は 2歳児の段階で 39であった。自
閉症症状は見られなかった。1歳 2ヶ月の段階で発達の遅れと頭囲の拡大を指摘され受診に
至った。MRI 画像より厚脳回症を認め（図 8）、脳波検査（EEG）で棘波を認めた。また、
特異顔貌（内眼角贅皮、耳介低位、眼瞼下垂、アーチ状の眉毛など）を認めた。2歳 6ヶ月
の段階で、彼女の身長は 86.3 cm（−0.8 SD）、体重は 12.3 kg（平均内）、頭囲は 50 cm（+1.2 
SD）であった。Gバンド染色による染色体異常や、CGHアレイによるゲノム構造異常は見
受けられなかった。 
 神経系遺伝子ターゲットリシーケンスの結果、ACTB（actin, beta; GeneID: 60, RefSeqID: 
NM_001101.3）遺伝子に、c.733G>A, p.G245Sの heterozygousな missense変異を同定した。
この変異は既存のどのデータベースにも登録がなく、in-house 検体にも見られなかった。
SIFT27によるダメージ予測スコアは 0（damaging）で、MutationAssessor 34による予測でも
High（ダメージ）であった。両親の Sangerシーケンスの結果、両親には変異が認められず、
de novo変異であることが確認された。症状と遺伝子から、この女児は Baraitser-Winter症候
群（BRWS, OMIM #243310）35,36と診断された。BRWSは各種の先天性異常と精神遅滞を有
し、眼瞼下垂を含む特徴的な顔貌と神経細胞異常を伴う疾患として Baraitserと Winterによ
り提唱された疾患 35で、2012 年にその原因遺伝子の一つとして ACTB が発見された 37。本
症例は同一遺伝子内の新規変異パターンによる同一疾患として論文雑誌にも報告した 38。 
 
2-3. ASPM遺伝子変異による小頭症（MCPH5） 
 患者は 8歳の男児で近親婚ではない健常な日本人の両親の第四子として生まれた（図 9 a）。
男児は妊娠 39週目に通常の出産で生まれ、出生体重は 3,160 g（−1.0 SD）で身長は 48 cm（−0.9 
SD）、頭囲は 29.5 cm（−2.7 SD）であった。男児の他の 3人の兄姉は健常で、最年長の兄に
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は小児期欠神てんかんが見られた。頸座は生後 4ヶ月、座位は 20ヶ月で、その後顕著な成
長の遅れが見られ、痙性つい麻痺が見られた。発達指数は 3 歳児の段階で 30 であった。4
歳の段階で日常的な強直発作が見られ、carbamazepine、valproate、levetiracetam、lamotrigine
のいずれの薬剤にも不応性であった。15週齢の時点（図 9 b）と 5歳児の時点（図 9 cおよ
び d）での MRIを図 9に示したが、側脳室の拡大と厚脳回が認められた。8歳児の段階で体
重は 15.1 kg（−2.3 SD）で身長は 114 cm（−2.2 SD）、頭囲は 41 cm（−7.6 SD）であった。男
児の筋肉は上肢で硬直と軽微な痙縮が見られ、下肢では重度の痙縮が見られた。男児には
独歩不能や有意語の欠乏等の重症心身障害が見られた。8 歳児の段階での EEG では右前頭
葉に frequent spikeと slow waveの複合を認めた。聴性脳幹反応（auditory brain-stem response, 
ABR）と血液科学検査結果には異常は見られなかった。 
 神経系遺伝子ターゲットリシーケンスの結果、最初の callの段階で 1,907個の SNVと 227
個の indelが検出された。既知の一般集団が保因する variantや、synonymous variantを除外
した結果、最終的に 4個の SNVと 1個の indelに絞られ、そのうちの 2個は ASPM（abnormal 
spindle-like microcephaly associated、GeneID: 259266、RefSeqID: NM_018136）遺伝子上に存
在する遺伝子上に存在する heterozygousな variantであった（図 9 e）。常染色体劣性先天性
小頭症（autosomal recessive primary microcephaly, MCPH）は 4つの診断基準があり、小頭症
であること（通常は頭囲が 3 SD 以下）、知的障害があること、てんかんを除く他の神経系
の異常が見られないこと、顔面奇形や他の器官の奇形が見られないこと、の 4 点で、これ
までに MCPH1、WDR62 (MCPH2)、CDK5RAP2 (MCPH3)、CASC5 (MCPH4)、ASPM (MCPH5)、
CENPJ (MCPH6)、STIL (MCPH7)、CEP135 (MCPH8)、CEP152 (MCPH9)、ZNF335 (MCPH10)、
PHC1 (MCPH11)の 10遺伝子が原因遺伝子として知られている 39,40。ASPMは生前および生
後の神経新生に関与していることが知られており、ASPMの変異は大脳のサイズの減少を引
き起こす 39。ASPMは MCPHの中でも最も主要な原因遺伝子で、おおよそ 40%の MCPHが
ASPM の変異によるものと推定されている 41。ASPM 変異により発症する小頭症である
MCPH5（OMIM #608716）は中度から重度の知的障害と、中度の運動発達障害、正常あるい
は軽度の大脳皮質奇形が知られている 40。今回発見された ASPM変異は exon 11の c.3055C>T
（p.R1019*）と exon18の c.6750delT（p.F2250Lfs*10）であり、双方とも Sangerシーケンス
で確認された（図 9 f）。前者の変異は母親が保因者で、後者の変異は父親が保因者の
compound heterozygoteであった。前者の c.3055C>T（p.R1019*）変異は dbSNPデータベース
にも ID: rs199422153として登録されている既報の疾患原因変異であり 41、後者の欠失変異
はデータベースに一切登録のない新規の変異であった。MutationAssessor 34によるダメージ
予測予測でも双方とも High（ダメージ）であった。原因遺伝子としてよく知られている遺
伝子であること、変異は一方が nonsense変異で、もう一方も frameshiftが起こる欠失変異で
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あったこと（重要なドメインと考えられる calmodulin-binding IQドメインに停止コドンが引
き起こされること）、表現型が一般的な疾患の表現型と合致することから、上記 ASPM 変
異による MCPH であるという確定診断に至った。ASPM による変異で小頭症と同時に厚脳
回が見られるケースは稀であることを含め、本変異は論文雑誌にも報告した 42。 
 
2-4. PTPN11遺伝子変異による脳梁欠損症（Noonan症候群） 
 患者は 5 歳男児で近親婚ではない健常な日本人の両親の第一子として生まれた。男児は
妊娠 40週目に通常の出産で生まれ、出生体重は 2,930 gで身長は 47 cm、頭囲は 30 cmであ
った。新生児の段階で難聴が明らかになった。頸座は生後 4 ヶ月、寝返りは 6 ヶ月で見ら
れた。初期より発達障害が見られ、座位は 14ヶ月で、独歩は 3歳児の段階で確認され、そ
の段階で身長は 90.7 cm（−1.8 SD）、体重は 14.3 kg（−0.4 SD）、頭囲は 48.3 cm（−1.1 SD）
であった。4歳児の段階での MRIを図 10に示したが、脳梁欠損症であることがわかる。染
色体構造異常検査結果は正常であった。男児の形成異常症状、成長障害、脳梁欠損から
Mowat-Wilson症候群が当初疑われたが、その原因遺伝子である ZFHX1B（ZEB2）には Sanger
シーケンスで変異が見つからなかった。 
 神経系遺伝子ターゲットリシーケンスの結果、PTPN11遺伝子（protein tyrosine phosphatase, 
non-receptor type11、Gene ID: 5781、RefSeqID: NM_002834.3の exon 3に c.188A>G（p.Y63C）
の heterozygous な missense 変異を発見した。Sanger シーケンスの結果、両親はこの変異を
保有しておらず、de novo 変異であることが確認された。この変異は同一変異が Noonan 症
候群（OMIM #163950）の原因遺伝子として報告されており 43、難聴症状や発達障害等の表
現型は疾患と合致していたが、PTPN11 変異による脳梁欠損は過去に報告がなく（Noonan
症候群の他の原因遺伝子では稀に脳梁欠損が知られている）、PTPN11変異による Noonan症
候群の新規の表現型として論文雑誌にも報告した 38。 
 
2-5. DYRK1A遺伝子変異による大頭症 
 患者は 7 歳女児で近親婚ではない健常な日本人の両親の第二子として生まれた。女児は
妊娠 39週目に誘発分娩による出産で生まれ、出生体重は 3,250 gで身長は 50.9 cm、頭囲は
34 cmであった。女児は摂食量が少なく、早期の乳児期から著しい成長障害が見られた。頸
座と寝返りは生後 10 ヶ月で見られ、座位は 12 ヶ月で確認された。独歩は確認されておら
ず、精神発達障害も重度であり、会話語も確認されていない。経管栄養も必要であった。
また強度の弱視も確認され、30 cm以内のものしか認識できなかった。自傷行動、癇癪、口
蓋振動による音声チックも見られた。しばしば意味のない笑いも見られた。女児は自閉症
スペクトラム障害と診断された。彼女の発達指数は視覚障害のため適切に評価できなかっ
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た。女児には発熱性痙攣やてんかんの発作は見られなかった。身体的特徴所見として、前
頭隆起、両眼隔離症、眼振、内眼角贅皮、鞍鼻、両側の耳介低位、短い人中、高口蓋、下
向きの口角、小顎症を含む形成異常が見られた。聴覚および腹部検査結果は問題なかった。
女児の現在の体重は 14.6 kg（−1.8 SD）で身長は 103.5 cm（−3.1 SD）、頭囲は 52 cm（+0.6 SD）
であり、相対的大頭症（relative macrocephaly）と診断された。脳の CT と MRI の所見は正
常であった（図 11）。網膜の異常や視神経形成異常も確認されなかった。心臓と腹部のエコ
ーも正常であった。脳波検査（EEG）でもてんかん性脳波を確認できなかった。染色体 G
バンド検査も正常で、CGHアレイによる染色体構造変化も確認されなかった。 
 神経系遺伝子カスタムリシーケンスの結果、DYRK1A（dual-specificity tyrosine-(Y)- 
phosphorylation regulated kinase 1A、GeneID: 1859、RefSeqID: NM_001396.3）遺伝子の exon 11
に c.1699C>T（p.Q567*）の heterozygousな nonsense変異を同定した。DYRK1Aは神経分化
や神経新生を通して脳の成長に関与していることが知られており、その領域はダウン症の
責任領域でもある。DYRK1A遺伝子異常（OMIM #614104）あるいはその領域の異常は一般
的に小頭症を発症することが知られているが、それ以外に重度の精神発達遅滞、てんかん、
成長遅滞、摂食障害、本疾患で見られたような特徴的顔貌も知られている 44-49。DYRK1A遺
伝子異常症例に多く見られる小頭症ではなく、本症例では大頭症症状が見られる理由は不
明だが、重度の精神発達遅滞等の症状が合致することから、DYRK1Aが本症例の責任遺伝子
と見られ、視覚障害が見られるという新規の知見も併せて論文雑誌にも報告した 38。 
 
2-6. AKT3遺伝子変異による大頭症／巨脳症 
 患者は生後 4ヶ月の男児で、最後の MRIと血液採取をした生後 4ヶ月の時点から 1ヶ月
後の生後 5 ヶ月の段階で自宅にて睡眠時に突然死した。近親婚ではない健常な日本人の両
親の第二子として生まれた。男児は妊娠 39週目に吸引分娩により出生し、出生体重は 3,464 
g（＋1.0 SD）で身長は 58 cm（＋4.3 SD）、頭囲は 38.5 cm（＋3.7 SD）で過成長を伴う頭囲
拡大を認めた。生後 5日目のMRIでは両側シルビウス裂近傍に多小脳回を認めた（図 12 a）。
生後 4ヶ月時の MRI（図 12 b）では脳室拡大を認めなかったが、小脳の肥大による後頭蓋
窩の狭小化、脳梁の肥大を認めた。生後から頭囲は拡大し、生後 3ヶ月の時点で 4 SDを超
えていた（図 12 c）。発達遅滞も重度で、哺乳児の咽せも確認されていた。啼泣時に前額部
に血管腫様の淡い発赤が認められた。Megalencephaly capillary malformation（MCAP、巨脳症
に過成長、血管腫、合指症などを伴う症候群）を臨床的に疑い経過観察していたが生後 5
ヶ月の時点で突然死した。死亡時の CTでは硬膜下血腫など新たな病変は認められず、小脳
の肥大との関連性が示唆された。 
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 生後 4 ヶ月の時点で採取していた血液検体を用いて神経系遺伝子カスタムリシーケンス
を実施した結果、AKT3（v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 3、GeneID: 10000、RefSeq 
ID: NM_005465.4）遺伝子に c.686A>G（p.N229S）の heterozygousな missense変異変異を同
定した。両親も含め Sanger シーケンスによる確認の結果、両親はこの変異を保因しておら
ず、de novo変異であることが確認された（図 12 d）。MCAPは 2012年に PI3K-AKT-mTOR
シグナル伝達系に関与する PIK3R2、AKT3、PIK3CAが責任遺伝子であることが明らかにさ
れ 50、既知の遺伝形質が常染色体優性遺伝であること、臨床診断の基準 51-54からも AKT3変
異による MCAP であると確定診断に至った。巨脳症により水頭症や小脳扁桃ヘルニアを来
すことがあり、突然死の報告も散見されることから、本症例のように臨床診断が難しい場
合に早期の遺伝子診断が外科的介入（大孔部減圧術や水頭症手術）の適応決定の一助とな
る可能性がある指摘を含め、本結果は論文雑誌にも報告した 55。 
 
2-7. CASK遺伝子変異による知能障害と小頭、橋小脳低形成（MICPCH） 
 患者は 13歳女児で近親婚ではない健常な日本人の両親の第一子として生まれた。女児は
満期妊娠の通常出産で生まれ、出生体重は 2,918 gで身長は 50 cm、頭囲は 33 cm（−0.1 SD）
であった。生後 1ヶ月の段階で喘鳴、成長障害（頭囲が 33 cm（−3.1 SD）という小頭症所
見）が見られたため受診に至った。脳の MRIで小脳と橋の低形成が確認され、視神経萎縮
も見られた。頸座は生後 3 ヶ月で見られたが、その後は重度の成長の遅れが見られた。生
後 6ヶ月ぐらいから四肢の筋緊張亢進が確認された。乳児期の EEGではてんかん性放電は
確認されなかった（図 13 a）。13歳の段階で、身長は 137.0 cm（−3.0 SD）、体重は 15.0 kg
（−3.8 SD）、頭囲は 41.5 cm（13歳の段階で健常な生後 5ヶ月の平均に当たる）で重度の小
頭症であった。卵型顔、大きな眼、広い鼻梁、上顎前突などの特徴的な顔貌が見られた。
女児は四肢と体幹に硬直と進行性の胸部の変形、脊椎側湾症、両側の膝と肘に関節拘縮が
見られた。彼女は単独の座位が不能で、言語の理解も不能であった。MRI では重篤な橋お
よび小脳の形成不全が確認された一方で脳梁は保持されていた（図 13 b）。てんかん性攣
縮は、EEG によるてんかん性放電の確認を含めて、生後 3 年 8 ヶ月の時点から見られるよ
うになった。11歳の時点で特に両側前頭部に頻繁に多発的な棘徐波（hypsarrhythmiaと呼ば
れる波形ではない）が見られた（図 13 c - e）。てんかん性攣縮の発作は、sodium valproate、
zonisamide、 clobazam、lamotrigine などの各種の抗てんかん薬では効果が見られなかった。
通常の染色体検査では異常は見受けられなかった。 
 神経系遺伝子カスタムリシーケンスの結果、CASK（calcium/calmodulin-dependent serine 
protein kinase、GeneID: 8573、RefSeqID: NM_003688.3）遺伝子の exon 21 に c.1896dupC
（p.C633fs*2）の 2塩基 Cによる heterozygousな重複変異を同定した。Sangerシーケンスに
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より、両親はこの変異を保因しておらず、患者のみの de novo変異であることが確認された。
CASK 遺伝子は小頭症と橋および小脳低形成（microcephaly with pontine and cerebellar 
hypoplasia、MICPCH、OMIM #300749）の責任遺伝子として知られており 56,57、本性例の女
児は CASK変異による知能障害を伴う MICPCHであることが確定診断された。 
 本症例のように、生後 1 年以降の遅発性てんかん性攣縮は珍しく、乳児期（生後 1 年未
満）に発症し、てんかん性攣縮と hypsarrhythmiaを特徴とするWest syndrome（infantile spasms
とも呼ばれる）と、本症例の遅発性てんかん性攣縮は区別されている 58,59。現段階で知る限
りでは、CASKに変異を持ち、てんかん性攣縮が見られた患者はこれまでに本症例を含めて
9例報告されている 60-64（表 5）。これまでに報告された症例を見ると、女児の場合は男児よ
りも発作発症年齢が遅めの傾向が見られた。発作発症年齢を含め、新規領域の CASK変異症
例として本結果を論文雑誌でも報告した 64。 
 
2-8. GABRD遺伝子変異による Rett症候群様疾患 
 患者は 12歳女児で近親婚ではない健常な日本人の両親の第二子として生まれた。女児は
妊娠 41週目に誘発分娩による出産で生まれ、出生体重は 2,920 gで身長は 48 cmであった。
女児の成長は乳児期から著しい遅れが見られ、筋緊張低下も見られた。生後 6 ヶ月時の筋
生検では特に異常は確認されなかった。座位は生後 4 年目に確認され、独歩は未だに確認
されていない。精神遅滞も重度で、会話後は見られない。知能指数は 9歳児の段階で 12で
あった。彼女には手揉み動作や歯ぎしりなど常同的行為が見られた。意図的な手動作は見
られない。異常な呼吸パターンは確認されていない。EEG では後頭部に high voltage slow 
spikeと混合波を認めた。彼女は症状から Rett症候群（OMIM #312750）と推定された。熱
痙攣やてんかん発作は確認されていない。現在の彼女の身長は 137 cm（−3.4 SD）、体重は
35 kg（−2.1 SD）、頭囲は 51 cm（−1.8 SD）であった。脳 CTや MRI、代謝機能試験、Gバ
ンド染色体試験、CGH アレイによるによる構造染色体異常検査では異常が見受けられなか
った。 
 神経系遺伝子カスタムリシーケンスの結果、GABRD（gamma-aminobutyric acid (GABA) A 
receptor delta、GeneID: 2563、RefSeqID: NM_000815.4）遺伝子の exon 5に c.498G>A（p.M166I）
と c.499G>A（p.D167N）の隣り合う 2塩基で 2つのアミノ酸が変わる heterozygousなmissense
変異を同定した。Sanger シーケンスにより、両親はこの変異を保因しておらず、患者のみ
の de novo 変異であることが確認された。既知の Rett 症候群の責任遺伝子（MECP2）や
Angelman症候群、Pitt-Hopkins症候群の責任遺伝子群には変異が見つからなかった。GABRD
は主要な抑制系神経伝達物質である GABA のレセプターとなるイオンチャネルのサブユニ
ットで 65、GABRDを含む他の GABAレセプターである GABRA1、GABRB3、GABRG2、GABRD
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はてんかんとの関連が示唆されており、GABRD の存在する 1 番染色体の 1p36 領域の欠損
はてんかん発作を発症するケースがいくつか報告されている 66。また GABRB3 の
heterozygous な機能喪失は Angelman 症候群との関連も示唆されている 67。本症例は初めて
GABRD遺伝子（変異）が Rett症候群症状を引き起こす可能性を示唆した結果であり、本結
果は論文雑誌でも報告した 38。 
 
3. WESの NGS call評価 
 WESを実施した検体と同一検体 7検体を Illumina社の HumanOmniExpress Exomeという
SNP chipでジェノタイピングし、WESのデータと比較し評価を行った。LCL細胞のNA18943
検体だけは、WESの capture probeのプラットフォームを SureSelect V4と V5の 2種で実施
したので、それぞれのWESの結果と比較した（合計 7検体 8種のWESの SNP chipデータ
の比較）。NGS callと SNP chipデータの双方でジェノタイプデータが存在する箇所が 1検体
当たり平均で 243,573箇所存在し、その一致率は平均で 99.95%であった（表 6）。一致率を
調べた 8種のデータの中で最も不一致数の多かった NA18943検体の SureSelect V4のデータ
の 140箇所について、我々の NGS callデータと SNP chipデータのいずれが合っているのか
を確認するため、Sanger シーケンスによって確認実験を行った（表 7）。その結果、140 箇
所中 77箇所は我々の NGS callが正しかった（表 7および 8）。この結果から、他の SNP chip
と一致していた箇所が正しい callだと仮定した場合、我々のWESの callの疑陽性率は0.021%
（50 / 243,573）、偽陰性率は 0.064%（13 / 20,375）であった（表 8）。なお、Sangerシーケン
スがうまくできなかった箇所は我々の call が間違いであるという保守的な算出方法の結果
である。 
 
4. WESでの疾患原因変異探索結果 
4-1. WESのデータ量と原因変異同定率 
 WESは、皮質形成異常 13家系 39検体、小頭症 11家系 35検体、脳梁欠損症 4家系 12検
体、水頭症 3 家系 9 検体、等、正常コントロールの LCL 細胞 1 検体を含めて 44 家系 139
検体（50人の患者と、その家族 88人と、正常コントロール LCLの１検体）を実施した。1
検体当たりの平均 read量は 6.50 Gbで、リファレンスゲノムへのマッピング成功率は 99.74%、
ターゲット領域（probe設計領域とその前後 100 bp）である約 89 Mbの平均 depth（読み深
度）は 53.15、probe設計領域における depth 10以上の割合（base callに必要な最低限の depth
を超えていた割合）は 97.35%であった。一般集団が保因する既知の variantを除き、家系の
表現型の遺伝形質に合致し、exon領域でアミノ酸変化を伴う nonsynonymousな variantの数
は 1検体当たりの平均で 3.28個であった。 
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 解析結果として、正常コントロール以外の 43 家系（138 検体）に関して、疾患原因変異
を調査した結果を表 9 に示した。既知の変異および既知の疾患原因遺伝子上に変異が存在
するか、あるいは遺伝子機能のアノテーション情報から見つかった変異が疾患原因変異で
あることが確定的な検体は 13 検体で全体の 30.2%であった。また確定的ではないが、過去
の機能解析の文献等から見つかった変異が疾患原因であることが強く疑われる検体が 7 検
体あった。上記 2 種の場合をリシーケンスによる疾患原因変異同定成功症例とすると、全
体の 46.5%が原因変異を同定できたということになる。また、表 9に示した通り、一般集団
の保因 variantを除外後に何らかの候補となりうる variantが残った検体が 32.6%、何も候補
が残らなかった検体が 20.9%という結果であった。以下に、疾患原因変異が同定できた、あ
るいは極めて原因変異として有力な変異を同定できた症例をいくつか記載する。 
 
4-2. KIF1A変異による進行性神経変性症 
 患者は 8 歳男児で近親婚ではない健常な日本人の両親の第三子として生まれた。妊娠 40
週目に通常出産で出生した。出生体重は 3,700 gで、身長は 51 cm、頭囲は 34 cmであった。
乳児期より筋緊張低下と発達の遅れが見られた。また、トランスアミナーゼ上昇も見られ
た。患者の乳児期のアスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST）の値は 77 - 170 IU/L
（正常値は<30 IU/L）、アラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT）は 58 - 206 IU/L（正常値
は<30 IU/L）であった。Gバンド染色体試験結果では異常は見られなかった。生後 8ヶ月の
時点の MRI で、脳室拡大、脳梁低形成、小脳虫部低形成を認めた（図 14）。頸座 18 ヶ月、
2 歳で寝返り、3 歳で座位保持が確認された。3 歳児の段階で身長は–3 SD 以下で、成長ホ
ルモン分泌不全があり、GH治療開始となる。4歳時に全身痙攣があった。EEGで diffuse small 
spikesの脳波異常が見られたが、投薬なしで経過観察となった。頭囲は 6歳時で 47.5 cm（−2.4 
SD）であった。 8歳時に支えると少し座れるようになった。下肢腱反射亢進、痙性、左股
関節脱臼、眼振、追視不良、視神経萎縮、視覚誘発電位（VEP）反応不良が見られた。有意
語がなく、重度精神遅滞の状態である。睡眠時無呼吸、神経因性膀胱、慢性便秘も認めた。 
 本患者と両親のWESを実施した結果、家系の表現型から遺伝形質に合致する変異として
KIF1A（kinesin family member 1A、GeneID: 547、RefSeqID: NM_004321.6）遺伝子の exon 3
に c.296C>T（p.T99M）の heterozygousな missense変異を同定した。Sangerシーケンスによ
り、両親はこの変異を保因しておらず、患者のみの de novo変異であることが確認された。 
 KIF1Aはシナプス小胞を軸索上で輸送するモータータンパク質であり 68、Kif1a KOマウ
スは軸索や神経細胞の脱落を起こし致死性であることが知られている 69。2011年に Hamdan
らが今回見つかった変異と完全に同一の変異で、同じ疾患の表現型を報告しており 70、本症
例は 2 報目の KIF1A 変異による新規の進行性神経変性症と考えられる疾患として論文雑誌
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にも報告した 71。なお、我々の報告の後、2015年にも KIF1A変異による同様の 3例目とな
る症例が報告されている 72。 
 
4-3. NFIA変異による脳梁低形成と尿路異常症 
 患者は 5 歳男児で近親婚ではない健常な日本人の両親の第一子として生まれた。妊娠 28
週目で脳梁形成不全が認められ、妊娠 41週目に頭囲拡大と妊娠期間の延長を理由に帝王切
開にて出生した。産後 5分の段階の Apgarスコアは 9点で、出生体重は 3,180 g（＋0.4 SD）
で頭囲は 38.2 cm（＋3.3 SD）であった。特にその他の奇形は認められなかった。生後 3日
目の MRIにより、大脳半球間の嚢胞と、脳室拡大、脳梁低形成が確認されたが、生後の状
態は良好であった。頸座は生後 4 ヶ月、独歩は 1 年 3 ヶ月で確認された。有意語は生後 2
年 1 ヶ月で確認され、若干の遅れが見られた。4 歳の段階で Tanaka-Binet intelligence Scale
法で知能指数は 75であった。生後 11ヶ月時に EEGにより前頭部で鋭波が確認されたが、
現在までてんかん発作は確認されていない。4 歳時の再度の MRI で、前頭葉に多小脳回が
確認され、大脳半球間の嚢胞と、大脳縦裂、脳室には以前と変化は見られなかった（図 15 a
および b）。5歳時の段階での脊髄の MRIには異常が見られなかったが、膀胱拡張と水腎が
見られた。5歳時の排尿時膀胱尿道造影（VCUG）では grade IVの膀胱尿管逆流現象（VUR）
が確認された（図 15 c）。頭囲は 56.1 cm（＋3.8 SD）で、進行性の頭囲拡大は認められなか
った。軽度の大頭症と、広額、薄上唇という僅かながらの顔面形成異常が見られた。 
 本患者と両親のWESを実施した結果、家系の表現型から遺伝形質に合致する変異として
唯一、NFIA（nuclear factor I/A、GeneID: 4774、RefSeqID: NM_001134673.3）遺伝子の exon 8
に heterozygousな c.1094delC（p.P365Hfs*32）の 1塩基 Cの欠失変異を同定した（図 16）。
Sangerシーケンスにより、両親はこの変異を保因しておらず、患者のみの de novo変異であ
ることが確認された（図 16 d）。この欠失によりアミノ酸 114個が欠けると予想された。NFIA
は複数の isoformが存在し、isoform 2だけが後半の exonをタンパク質コード領域から欠く
short type の NFIA を産生するが、この変異があると双方共にアミノ酸の欠失が起こると予
想された（図 16 e）。どの isoformが脳内で発現しているかを健常者の胎児脳、大脳、小脳、
脊髄の RNAを用いて RT-PCRによって確認した結果、short typeの isoform 2の発現量が最
も少なく、それ以外の long typeの isoformの NFIAの発現量が多く、少なくとも脳内では long 
typeの NFIAがより多く存在することが確認された（図 16 f）。 
 これまで 9 例の NFIA 遺伝子を含む周辺領域に大きな変異（6 報は欠失、2 報は転座、1
報は非遺伝子領域の欠失）があることにより本症例と同様の脳梁低形成と尿路異常症が発
症したという報告 73-79が存在し、NFIA遺伝子が責任遺伝子であろうという推測はされてい
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たが、本症例は初めて 1塩基レベルで NFIAが責任遺伝子であることを実証した。本結果は
論文雑誌にも報告した 80。 
 
4-4. TUBA1A変異による水無脳症様皮質形成異常 
 患者は 2 家系の 2 名おり、一人目は 3 歳女児で、健康な近親婚ではない両親の第二子と
して、妊娠 37週目に帝王切開にて出生した。その家系の第一子目の長女は健康で正常な成
長が見られた。患者は妊娠 28週目の超音波検査で成長障害、小頭症、脳室拡大が確認され
た。彼女の Apgarスコアは出生 1分後が 3点で、5分後が 5点であった。彼女は自発呼吸が
できず、人工呼吸器が必要であった。出生児の身長は 44 cm（−1.8 SD）、体重は 2,116 g（−2.0 
SD）、頭囲は 29.6 cm（−2.4 SD）であった。彼女は小頭症、小眼症、離れた眼、小顎症が見
られた。四肢の攣縮と麻痺も確認された。眼科検査で視神経形成不全も確認された。妊娠
28週と生後 6日目の MRIで、薄脳実質、脳幹・小脳・脳梁形成不全が確認された（図 17 a 
– d）。各種感染性試験は陰性であった。染色体試験結果は 46本の XX型で正常であった。
生後、強直間代てんかん発作が見られた。EEG において、てんかん発作時にデルタ波と背
景脳波の極度の微弱化が確認された。フェノバルビタール薬剤により部分的に発作が抑制
された。1歳時に反復性誤嚥性肺炎により器官切開を行った。その際に胃瘻造設と噴門形成
術も実施された。中枢性尿崩症、下垂体機能低下症のためトリクロルメチアジド、ヒドロ
コルチゾン、レボチロキシンの投与も必要であった。頭囲拡大のため、生後 7 ヶ月の時点
で脳室腹腔短絡術（シャント術）が実施された。３歳児の現段階で四肢の痙性麻痺で、周
囲の環境に対する反応はない。 
 二人目の患者は 2 歳男児で、上記家系とは別の健康な近親婚ではない両親の第二子とし
て、妊娠 39週目に通常分娩出生した。胎児期から脳室拡大が確認されていた。その家系の
第一子目の長女は健康で正常な成長が見られた。男児の Apgar スコアは出生 1 分後が 8 点
で、5分後が 9点であった。出生児の身長は 49.5 cm（＋0.3 SD）、体重は 2,792 g（−0.9 SD）、
頭囲は 33 cm（−0.2 SD）であった。生後の MRIで脳回欠損が確認された（図 17 e – h）。男
児は自発呼吸と飲み込みが可能であった。生後 8 ヶ月でてんかん発作が見られたが、バル
プロ酸ナトリウムとゾニサミドでコントロールが可能であった。生後 2 歳時に痙性麻痺が
見られ、寝返りができない状態であった。アイコンタクトや会話は不可能であったが、男
児の名前を呼ぶと声に応じて笑顔が見られた。 
 本 2例の患者とその双方の両親のWESを実施した結果、家系の表現型から遺伝形質に合
致する変異として 3個ずつ候補が残ったが、その両患者に共通の遺伝子として、1例目の患
者からは TUBA1A（tublin alpha 1a、GeneID: 7846、RefSeqID: NM_006009.3）遺伝子の exon 2
に heterozygousな c.190C>T（p.R64W）の missense変異が、2例目の患者からは同遺伝子の
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exon 2に heterozygousな c.74G>T（p.C25F）の missense変異が同定された（図 18 a）。Sanger
シーケンスにより、両家系とも両親はこの変異を保因しておらず、患者のみの de novo変異
であることが確認された（図 18 b）。他の残り候補は神経系とは無関係な遺伝子であった。
上記の 2つの変異は両方とも PolyPhen-2と SIFTによるダメージ予測でタンパク機能にダメ
ージを受けるという予測結果であった。両変異共に種間のアミノ酸保存性の高い場所に位
置しており（図 18 c）、TUBA1A のタンパク質内では両変異共に N 末端側に位置した（図
18 d）。 
 TUBA1Aは tubulinという細胞骨格や細胞分裂、神経細胞の伸長や神経伝達物質の輸送な
どに重要な機能を果たす微小管の構成タンパク質の主要な構成要素で 81、TUBA1A は
α-tubulinタンパク質をコードし、神経細胞においても発現している。tubulinは主に α-tubulin
と β-tubulin のヘテロ二量体（ヘテロダイマー）から成り、細胞中の微小管は主に α-tubulin
と β-tubulinのヘテロダイマーが 13個繋がったプロトフィラメントという構造で管を構成し
ている 82,83（図 19 aおよび b）。脳の形成・発達にも重要であり、tubulin遺伝子群（TUBA1A84、
TUBB2B85、TUBB332,86、TUBB587、TUBB4A88、TUBB2A89、TUBG190）の変異は神経系の構造
や形成異常を引き起こすことが知られている。その形成異常は脳回欠損や厚脳回、多小脳
回、小頭症などを含む 83,87,91。TUBA1Aの変異だけでも小脳低形成を伴う脳回欠損、大脳基
底核の形成異常、脳梁の薄化あるいは欠損、先天性小頭症、脳室拡大、海馬や脳幹の形成
異常、シルビウス裂周囲の多小脳回、多小脳回様皮質形成異常症、精神遅滞、両側麻痺、
四肢麻痺、てんかんなどが報告されており 31,92-96、その表現型は多岐にわたる。 
 今回同定された変異箇所のアミノ酸である R64（N末端から 64番目のアルギニン）と C25
（N末端から 25番目のシステイン）は立体構造内で側方に位置し（図 19 aおよび b）、微小
管構造内での相互作用に関与していると予測された。R64は α-tubulinの H1’- S2ループと呼
ばれる箇所に位置し（図 19 c）、tubulinの構造の構成や維持に重要な役割を果たす領域と見
られ、この箇所の変異は構造の破綻に繋がる可能性がある。一方、C25は α-tubulinの helix H1
と H1-H1’ループと呼ばれる境界上に位置し（図 19 c）、tubulin 管内の内側に面しており、
H1-H1’ループは H1’-S2ループと H2-S3ループと呼ばれる側鎖相互作用の補足的機能を有す
ると過去に報告されている 82ことから、この C25の変異も tubulinの構造や機能に支障をも
たらす可能性がある。我々は COS7細胞に野生型（wild type、WT）の TUBA1Aと、今回見
つかった変異 2 種の p.R64W と p.C25F、そして過去に脳回欠損の原因変異であることが報
告 97されている p.R402Cの合計 4種を強制発現させて tubulinの密度を調査した。その結果、
tubulinの存在密度がWTに比べ変異型では下がっていることが確認された（図 19 dおよび
e）。また、tubulinは重合と解離や脱重合を常に行っており、その平衡が tubulinの構造の機
能や維持に極めて重要であることから、変異型の解重合の速度が機能不全に関連している
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可能性が考えられた。そこで以前論文報告された方法と同様に、氷冷時の解重合の速度を
調査した結果、変異型は野生型に比べ、有意に早い時間で解重合が起こっていた（図 19 f
および g）。以上のことから、TUBA1A変異による α-tubulin変異型は野生型に比べ tubulinの
脱解離が起こりやすく、それに伴い tubulin の密度（量）が低く、そのことが神経組織内の
tubulin の機能不全に繋がり疾患を発症していることが想定された。本変異と実験結果は論
文雑誌にも報告した 98。 
 
5. これまでの各種WESプラットフォームでの CDS領域のカバー率の評価 
 表 9に示したように本研究でWESを実施しても疾患原因変異候補が何も候補が残らなか
った家系が 43 家系中 9 家系（20.9%）存在した。原因変異未発見の理由は様々考えられる
が、単一遺伝性疾患は既知原因変異の 90%以上が遺伝子の exon上に存在することを鑑みる
と、WESで未発見の変異がまだ exon上に存在する可能性が考えられた。そこで、本研究で
WESにて使用した SureSelect V4および V5で exonの CDS領域をどの程度カバーできてい
るのかを確認することとした。我々のデータに加え、一般的に市販され使われている他の
WESのプラットフォーム（NimbleGen（Roche社）の SeqCapと Illumina社の TruSeqの２種）
についても、Clarkらの論文 19データを使用して同様に CDSカバー率の解析を実施した。 
 結果を表 10 に示したが、プローブのデザイン段階では我々が使用した SureSelectV4 で
93.9%、SureSelect V5では 96.5%の CDS領域をカバーしていた。また、実際に NGSの call
に必要な depth 10 以上の read が得られていた CDS 領域は今回の我々の実験データでは
SureSelect V4（38検体の平均）で 90.6%、SureSelect V5（104検体の平均）で 93.9%であっ
た。他のプラットフォームでもほぼ同様の結果であった（表 10）。以上のことから、本研究
で使用した SureSelectを含め、ほとんどのプラットフォームでは CDS領域の 7～10%程度が
シーケンスで読み逃されていることが明らかとなった。 
 
6. CCCSの CDS領域カスタムデザイン 
 WESでのCDS領域の読み逃しされている領域に未発見の疾患原因変異がある可能性を考
え、WES で読まれていない領域にカスタムのプローブを設計し追加シーケンスすることに
した（これを「CDS補完用カスタムリシーケンス」、Complementary Custom CDS Sequencing
の略で「CCCS」と呼ぶこととした）。キャプチャープローブは選択的環状化法を用いる
HaloPlex（Agilent社）で設計することにした。これは WESで用いた SureSelectのキャプチ
ャーハイブリダイゼーション法と手法や原理が異なるため、WES でデザインできなかった
領域もカバーできる可能性があると考えたためである。デザインはコントロールの LCL 細
胞（NA18943）検体の SureSelect V5プローブを用いたWESデータにおいて、depthが 15未
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満の CDS領域（2,171,214 bp）をターゲットして設計を試みた。デザイン用閾値の基準 depth
を NGS callの閾値である 10ではなく、それより大きい 15にしたのはデータのばらつきを
考慮してのことである。結果的に基準を満たすキャプチャープローブとして 120,383プロー
ブがデザインできた（デザイン方法の詳細は本論文の「方法」部分に記載した）。これは CDS
領域の 3.3 Mb（全 CDSの 9.8%）をカバーしており、ターゲットにした 2,171,214 bpのうち
1,472,963 bp（67.8%）がデザインしたプローブでカバーできた（デザインされた HaloPlex
プローブのさらなる個別詳細情報は発表済み論文 Miya et al. 99の Supplementary Table S3に
公表した）。 
 
7. CCCSのデータ量と callの評価 
 WES で疾患原因候補変異が残らなかった 9 家系のうち、CCCS のデザインに使用した
SureSelect V5と同じプラットフォームで実施した 7家系（27検体）およびデザインに使用
した LCL細胞（NA18943検体）の合計 28検体について CCCSを実施した。28検体の平均
で 1.74 Gbのデータ量が得られ、そのうち 0.97 Gbがターゲット領域に paired-endでマッピ
ングできた。さらに、リファレンスゲノムにマッピングができなかった read、pared-end 間
の距離が 1,000 bp 以内に存在せずに除去された read、ターゲット領域にマッピングされず
に除去された readについて BLATにて再マッピングを実施し（図 7と「方法」参照）、追加
で 106 Mbのリード（結果的に約 11%増量）をリカバーすることができた。合計で 1検体当
たりの平均で 1.07 Gbが call対象になった。ターゲット CDS領域の平均 depthは 194.6であ
った（図 20 a）。ターゲット CDS領域の depth 10以上の割合（NGS call対象領域）は 85.6%
であった。その他の集計値を合わせて結果を表 11にまとめた。 
 CCCS を実施した検体と同一検体 2 検体を Illumina 社の HumanOmniExpress Exome SNP 
chip でジェノタイピングし、CCCS のデータと比較し評価を行った。NGS call と SNP chip
データの双方でジェノタイプデータが存在する箇所が 2 検体の合計で 26,168 箇所存在し、
その一致率は平均で 99.85%であった（表 12）。CCCSデータと SNP chipデータで callが不
一致だった全 40箇所について、我々の NGS callデータと SNP chipデータのいずれが合って
いるのかを確認するため、Sangerシーケンスによって確認実験を行った（表 13）。その結果、
40箇所中 24箇所は我々の NGS callが正しかった（表 13および表 14）。この結果から、他
の SNP chipと一致していた箇所が正しい callだと仮定した場合、CCCSの callの疑陽性率は
0.038%（10 / 26,168）、偽陰性率は 0.27%（6 / 2,223）であった（表 14）。なお、Sangerシー
ケンスがうまくできなかった箇所は我々の call が間違いであるという保守的な算出方法の
結果である。また、BLATによってリカバーされた readによって NGS callが追加された箇
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所についてのみを別途調査したところ、SNP chipとNGS の双方で callが存在する場所が 260
箇所あり、その全てについて双方の callが一致していた（一致率 100%）。 
 
8. WESと CCCSの統合による CDSカバー率 
 上述の通り、プローブデザイン段階での CDS 領域のカバー率は本研究で用いた WES の
SureSelect V5 が 96.5%、CCCS が 9.8%であった。この両者を統合することで、重複なしの
CDSカバー率はデザイン段階で 98.5%となった。NGSで call可能な閾値の depthが 10以上
あるCDS領域の割合は今回CCCSを実施した 28検体の平均でWESが 93.7%（31.7/33.8 Mb）
で、WESと CCCSを組み合わせることでその平均値が 97.1%（32.8/33.8 Mb）まで上昇した
（図 20 bおよび表 15）。すなわち、WESに CCCSを追加統合することで、シーケンスが得
られた CDS 領域が 1 検体当たりの平均で約 110 万 base 増加した。CDS 領域で depth が 10
以上ある塩基の割合は 28 検体同士で非常に似ており、その SD は WES で 0.37%、WES と
CCCS の統合時で 0.15%であった。さらにその検体間の類似性を確認するため、(a) 性染色
体を除く CDSの全ターゲット領域（31,295,571 bases）のWESデータ、(b) そのうち CCCS
でターゲットとしたLCL細胞（NA18943）で depthが 15未満だったCDS領域（1,368,357 bases）
のWESデータ、(c) (b)と同領域の CCCSデータ、のそれぞれの塩基について確認したとこ
ろ、その平均 depthはそれぞれ (a) 75.1、(b) 4.1、(c) 268.2で、その Spearmanの相関係数を
全 28 検体の組み合わせ（378 種の組み合わせ）について確認したところ、それぞれ (a) 
0.945±0.003、(b) 0.920±0.005、(c) 0.928±0.032（平均値±SD）という結果で、全検体とも各塩
基の depthが非常に類似していることが確認できた（図 21）。また、WESと CCCSの統合解
析による各染色体の CDS領域の callが得られた割合を調べたところ、半分以上の染色体で
98%以上の CDS 領域で call が得られていた一方で、Y 染色体だけ際立って call が得られた
割合が 40.9%と低かった（図 20 c）。 
 
9. WESと CCCSの統合解析により明らかになった疾患原因変異 
 上述の通りWESで何も疾患原因変異候補が残らなかった 7家系（27検体）について CCCS
を実施し、そのうち少なくとも 1 家系について、ほぼ確定的に疾患原因変異と見られる変
異を新たに同定することができた。 
 その家系は小頭症家系で、家系図を図 22 aに示した。患者は家系図に示すように 4人の
子供のうち 6 歳の次女（第二子、II-2）と 3 歳の長男（第三子、II-3）で、近親婚ではない
健常な日本人の両親の子として生まれた。一人目の患者（II-2）の女児は妊娠 40 週目に自
然分娩によって出生した。出生体重は 2,228 g（−0.4 SD）で頭囲は 29 cm（−3.2 SD）であっ
た。小頭症であること以外、特にその他の奇形は認められなかった（図 22 b）。若干の言語
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獲得の遅れが見られたが、6歳時点での知能と運動機能は正常値であった。6歳時での頭囲
は 42 cm（−6.6 SD）であった。二人目の患者（II-3）の男児は妊娠 40週目に自然分娩によ
って出生した。出生体重は 2,626 gで頭囲は 29 cm（−3.2 SD）であった。3歳時点での頭囲
は 42 cm（−4.9 SD）で、小頭症であること以外に他の奇形異常は見当たらず、他の精神や
運動機能の成長にも特に遅れは見られなかった。 
 両親（図 22 aの家系図の I-1および I-2）と二人の小頭症患者（II-2および II-3）について
WESおよび CCCSを実施し、その二種を統合解析することで、最終的に 2個の heterozygous
な変異に絞り込むことができた（図 22 c）。その変異は ASPM（abnormal spindle-like 
microcephaly associated、GeneID: 259266、RefSeqID: NM_018136）遺伝子の exon 18 の
c.8098C>T（p.R2700*）と、同遺伝子の exon 27の c.10168C>T（p.R3390*）の stop codonが
入る 2つの nonsense変異であった。ゲノム遺伝子上の位置とタンパク質上の位置を図 22 d
と図 22 eに示した。後者の c.10168C>T（p.R3390*）変異の箇所はWESでは depthが浅く、
他の全ての WES検体でも callが得られていない領域であり、CCCSを実施して初めて発見
することができた変異であった。WESと CCCSを実施した両親と患者と併せ、健常な他の
2 人の子を含めて ASPM の変異箇所を Sanger シーケンスにて確認した結果、両親が一つず
つの変異保因者で、患者の子が compound heterozygoteの状態で変異を 2つ保因していた（図
22 f）。また、健常な他の二人の子はどちらの変異も有していなかった（図 22 f）。 
 ASPM は、神経系カスタムリシーケンスデータで発見された小頭症患者の部分でも述べ
た通り、小頭症の原因遺伝子の中で最も原因遺伝子として頻度の高い遺伝子であり 41、正常
な神経発生や神経移動 100、大脳サイズの規定 39、有糸分裂紡錘体の機能 39,101,102に重要な役
割を担っていることが知られている。また、図 22 eにこれまで論文で報告されてきた ASPM
の変異箇所を図示したが、タンパク質上の変異位置とその小頭症の表現型の重症度には特
に関連がないことが知られており 103,104、例えば今回見つかった変異周辺の C 末端側の
p.Y3353*104や、p.R3354*105なども小頭症原因変異として報告されている。以上のことから、
本小頭症患者は上記の compound heterozygousな ASPM変異による小頭症であると確定診断
された。本結果は論文雑誌でも報告を行った 99。 
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考察 
 
 本研究での NGS を用いた神経系遺伝子カスタムリシーケンス及び WES によって多数の
検体の疾患原因遺伝子を同定することができた。古典的な染色体試験や CGHアレイ等のゲ
ノム構造異常試験では異常が明らかにできなかった検体でも高感度に原因変異の検出が可
能であった。また、代表的な原因遺伝子の Sangerシーケンスでは時間がかかるだけでなく、
見逃しも発生してしまう場合もあり、迅速性やコスト面からの効率性という面でも NGSを
用いた原因変異探索は極めて有用であると言える。また、特に神経系疾患の場合は表現型
が多岐に渡り、様々な疾患と重複する表現型（例えばてんかんや精神・運動発達遅滞など）
があり、臨床症状だけでは確定診断が非常に難しい場合が多くある。さらに、候補となる
疾患名が存在しても、症状が典型例とは異なる場合も多い。例えば ACTB変異が見つかった
BRWS 症例では既報の BRWS よりも形成異常の度合いが軽度で、頭囲が平均より大きいな
どの特徴があった。また、神経系遺伝子カスタムリシーケンスで見つかった小頭症の ASPM
変異を有する患者では厚脳回も見られるという稀な症状があったり、Noonan 症候群の原因
遺伝子である PTPN11に変異が見つかった患者ではこれまで PTPN11変異患者では報告がな
い脳梁欠損が見られたり等、これらは NGSで網羅的に変異を持つ遺伝子を探索しなければ
確定診断や原因遺伝子の同定が難しく、非典型例の確定診断のためにも NGSは非常に有用
であると言える。 
 今回の 284 遺伝子を対象とした神経系遺伝子カスタムリシーケンスでは、119 検体中 14
検体で確定的な原因変異を同定することができ、その全体に占める同定成功率は 11.8%であ
った。本論文では記載しなかったが、別の共同研究で実施した難聴を対象とした既知の難
聴関連遺伝子の約 200 遺伝子のカスタムリシーケンスの場合は同定成功率が約 50%程度で
あったことと比較すると、神経系遺伝子の場合の同定成功率は低めであった。NGS 解析に
よる疾患原因変異の同定成功率は、その対象とする疾患や、対象の家系の選択方法等によ
って大きく異なることが予想されるが、先天性神経系疾患の場合は未だに原因遺伝子が未
確定な遺伝子に原因が存在する可能性や、同一疾患でも原因遺伝子が非常に多岐に渡るも
のが多いため、カスタムリシーケンスのプローブ作製遺伝子リスト内で網羅され切れてお
らず同定成功率が低めだったと考えられる。今後、さらに多数の先天性神経疾患の原因遺
伝子が同定された後に、改めてそれらの新規遺伝子も網羅したカスタムリシーケンスを設
計することで同定成功率を上げることは可能であろう。少なくとも現時点で先天性神経疾
患に対しては 11.8%程度（難聴なら約 50%）であれば少数遺伝子のみをターゲットとしたリ
シーケンスでも原因変異を同定でき、少数の遺伝子をターゲットとしたリシーケンスは
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WESに比べてコストが安く済み（現時点で約 1検体 3万円程度）、HiSeq2000のような大型
NGSではなくMiSeqなどの小型NGSでも十分探索が可能でシーケンスにかかる時間も短く
できる（最短 2 日以内）ことから、現時点あるいは今後の改良版カスタムリシーケンスを
臨床診断の現場で活用することも現実的であると考えられる。実際に一部機関では臨床で
の応用が始まっており、今後さらに改良を進めながら活用が広まっていくと考えられる。 
 神経系遺伝子カスタムリシーケンスの同定成功率が低めであったため、疾患原因変異の
同定を目的とした基礎研究を主体とした本研究では、基本的にその後の検体を全てWESで
実施する戦略を取った。WES での同定成功率は 46.5%であり、これは世界的に報告されて
いる平均約 25%21,22と比較すると高めであった。これは既知の一般集団頻度情報データベー
スの整備が進み、それを多数解析に取り入れたことと、閾値等のパラメーターを精査し、
偽陽性率と偽陰性率を極力減らすように調整した解析プラグラムによるところが大きいと
考えられる。また、何らかの候補が残った家系が 32.6%あり、それらの変異を詳細に機能解
析することで更なる新規疾患原因遺伝子の発見に繋がる可能性が大いにある。現在、WES
解析によって全ゲノムの遺伝子コード領域の塩基配列を網羅的に短時間でスクリーニング
することが可能となったが、疾患原因遺伝子として知られていない遺伝子に候補が見つか
った場合に、どのように迅速に機能解析を行い、どのようにその変異の存在する遺伝子が
疾患原因遺伝子なのかを調べていく手法面は今後の大きな課題である。例えば、近年開発
された簡便で迅速な遺伝子配列改変手法である CRISPR/Cas-9 システム 106の手法などを用
いて迅速に候補変異の機能解析用のスクリーニングも行えるようになっていくことが期待
される。 
 WES でも候補すら何も残らない検体が本研究の検体でも約 20.9%存在しており、この原
因変異未発見家系検体の原因変異が WES で読まれていない CDS 領域に存在する可能性を
考え、CDS未読領域を補完するカスタムリシーケンスプローブを作製しCCCSを実施した。
その結果、WESでは何も候補が残らなかった 7家系中、少なくとも 1家系で新規の疾患原
因変異を同定することができた。また、CDS 領域のシーケンスカバー率は既存のどのプラ
ットフォームよりも高い 97.4%に達することができ、これは既存の WES 単独に比べ約 4%
から 7%多かった。各既存のWESプラットフォームは CDSのカバー領域が若干ずつ異なる
ので、既存のWESを 2種組み合わせて CDS領域のカバー率を上げる方法も考えられるが、
その場合は当然コストが単独のWESの 2倍かかってしまうことになる。一方、本研究で用
いた CCCSは未読 CDS領域のみ（約 2 Mb以下）をターゲットとするのでプローブ数が少
なく済み、必要シーケンス量も少なく済むのでコストも抑えられる（現時点で神経系カス
タムリシーケンスと同程度の約 1検体 3万円程度）。今回は SureSelect V5というWES用プ
ローブを用いた WESデータを元に CCCSのプローブを設計したが、別の WESプラットフ
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ォームを使用している場合でも同様のストラテジーで CDS領域を補完するプローブを設計
することで CDS領域カバー率を上げ、新規疾患原因変異を探索が可能と考えられ、WESで
候補が何も残らなかった場合に、CCCSを追加で実施することは広く適用可能な選択肢の一
つとして非常に有用であろうと考えられる。 
 CDSのカバー率はWESと CCCSの組み合わせで 97.4%まで達することができ、ほとんど
の染色体の CDS領域で 98%を超えていたが、Y染色体の CDS領域だけは 40.9%とそのカバ
ー率が極端に低かった（図 20 c）。この理由としては、Y染色体には pseudoautosomal regions
（PAR）と呼ばれる X染色体に非常に類似した配列があることと、male-specific regions of Y 
chromosome（MSY）107と呼ばれる多くの繰り返し塩基配列があることにより、重複のない
ユニークなプローブを設計することが難しく、マッピングも難しいことが原因と考えられ
る。もしプローブのデザインやマッピングの厳密性を緩めたとしたら、Y染色体の CDSカ
バー率や他の染色体のカバー率も多少はさらに増加すると予想されるが、その閾値の取り
方は NGS callの正確性とカバー率とのトレードオフの関係になると考えられる。また、今
回実施した検体間ではゲノム上の領域ごとの NGSの depthが非常に類似していた（図 21等）
ことから、同じプラットフォームでデータを収集する限りは、1つの検体データだけを元に
したプローブのデザインで、全ての検体で流用してほぼ同様にカバー率を上昇させること
ができると言える。また、その depthの類似性を調査した際の相関係数は Pearsonの相関係
数の方が Spearmanの相関係数よりもやや低く、特にWESの depthが低い領域のデータで差
が顕著であった（図 21）。その理由は、depthが 0の領域が多いと depthの全体の分布が正規
分布から大きく外れていくことと、depth が浅い領域ほどその depth のブレ（偏差）が大き
くなるために Pearsonの相関係数の値が小さくなりやすい一方で、Spearmanの相関係数は順
位相関によるものであるため、そのようなデータに堅牢性が高いためと考えられた。 
 最後に、WESでも CCCSの追加解析でも疾患原因変異（候補も含めて）が見つからない
検体が存在することの原因と解決法について考察したい。原因変異未同定の原因の可能性
としては、一般的にターゲットとして調査されないアミノ酸変化を伴わない CDS領域の変
化（synonymous 変異）が原因である可能性 108や、WES および CCCS ではターゲットとし
ていない UTR領域やイントロンや非遺伝子領域（non-coding RNAや promoter領域等）に原
因変異がある可能性、疾患の浸透率が低い可能性、疾患が遺伝性（Mendelian disease）では
ない可能性、マッピングや exonキャプチャーが難しい領域（リピート配列領域や極度に GC
含量が高い領域等）に原因変異がある可能性、NGSでは検出が難しい長距離の indelが原因
である可能性、単一遺伝子ではなく複数の遺伝子の変異が原因で疾患が発症している可能
性などが考えられる。現状では、synonymous 変異や浸透率が低い疾患の原因遺伝子を同定
することは非常にチャレンジングなことではあるが、GWAS のように exome でも検体が多
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数ある場合には、case 群と control 群に分けて遺伝子単位で有意に疾患群に変異が多い遺伝
子を探索する手法（SKAT109-111等）が探索に有効かもしれない。また、ミトコンドリア DNA
は DNA のコピー数が通常の染色体 DNA より多く、通常の染色体と一緒にプローブをデザ
インすると NGSデータのバランスが崩れ、通常の染色体からのデータ比が減少し効率が悪
化するため WES ではターゲットにされないが、ミトコンドリア DNA も神経疾患に関与す
るという報告もあり 112,113、WESで通常の染色体からのデータ比をほとんど減少させずにミ
トコンドリアをキャプチャーする特殊な方法も考案されている 114ので、今後ミトコンドリ
ア DNA もターゲットに加えることで原因変異同定率が多少向上するかもしれない。NGS
で検出が難しい大きなサイズの indelが疾患原因である場合もこれまで数多く報告されてお
り、それらの多くは CGH アレイで発見されている。同一検体に対し WESと CGH アレイ
の双方を実施することが理想的ではあるが、近年、CGH ほどの感度までは達してないが
WESからも大きなサイズのコピー数多型（copy number variation、CNV）を検出する解析手
法がいくつか開発されており 115,116、今後さらに精度が増していけば WES 単独でも疾患原
因となっている CNV（indel）を同時に検出していく手法がスタンダードになっていくこと
が期待される。また、未だにプローブの設計やマッピングが困難でカバーできていない残
りの CDS領域は、次世代シーケンサーが今後も改良され、第 3世代、あるいはさらにその
先の世代のシーケンサー117で read 長が伸びていくことで、解読が可能となっていくことが
期待される。実際に Pacific Biosciences社の NGSである PacBio RS IIでは 2015年現在で試
薬の改良により、以前より低エラー率で平均 read 長が 10 kb 以上でシーケンス可能となっ
てきているため、今後の更なる精度や読み長の改良と低コスト化が期待される。 
 結論として、本論文研究では、神経系遺伝子カスタムターゲットリシーケンス、WES、
そしてWESで読まれていない CDS領域を補完する形のカスタムリシーケンス（CCCS）と
いう 3種の実験手法とバイオインフォマティクス的解析手法を統合して、多数の神経系疾
患原因遺伝子変異の同定に成功した。新規の表現型を示す原因変異や新規原因遺伝子も複
数発見し、一部は機能解析により疾患発症メカニズムとの関連性も示唆できた。それら新
規遺伝子群およびネットワーク上の遺伝子群は新たな薬剤ターゲットとなりうることが期
待できる。また、WESだけでは原因変異が同定できない場合の新たな探索手法を開発し、
実際にWESで原因変異が未同定であった検体の変異同定にも成功した。この手法は今後の
検体のみならず、過去に実施した検体も含めての疾患原因変異同定スクリーニングに活用
できると考えられる。本研究を足掛かりの一つとしつつ、更なる各種の NGSハードウェア
の改良およびバイオインフォマティクスを駆使したソフトウェアの改良により、今後より
一層多くの新規遺伝子を含めた疾患原因変異が同定され、更なる疾患メカニズムの解明や
治療へと繋がっていくことを期待したい。 
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